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INTRODUCTION. 


On sait que les espéces Cl. valerianicum (Rodella) Prévot et 
Cl. caproicum (Rodella) Prévot, anaérobies stricts isolés pour la 
premiére fois par Rodella, en 1906, de fromages italiens, pro- 
duisent respectivement une fermentation valérianique/acdétique ¢t 
une fermentation n-caproique/acétique dans les milieux glucosés 
ou ils sont habituellement cultivés (Prévot, Prévot et Zimmés [4, 2]. 
_ Rappelons tout d’abord que les chiffres de distillation frac- 
tionnée donnés par Duciaux [3], comme étant ceux de l’acide valé- 
rianique, étaient en réalité ceux de l’acide isovalérianique. ‘Las- 
serre [4] a corrigé cette erreur et a donné les constantes des 
acides n-valérianique et isobutyrique. Ces valeurs ont été confir- 
mées par Bréchot, Appert et Plessis [5]. Ce n’est qu’aprés avoir 
publié que Prévot a connu l’erreur de Duclaux, erreur que 
Wagener, Meyer et Dozier [6] ont d’ailleurs partagée lors de 
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Vétude de certains types fermentaires. I] faut done lire dans les 
Sie publications antérieures de Prévot ayant trait a ce sujet, isovalé-_ 
ae rianique au lieu de valérianique. Ceci posé, rappelons ‘que les_ 
ae acides isobutyrique, isovalérianique et n-caproique se _diffé= 
rencient trés bien par la méthode de Duclaux, comme cts | 

les courbes de distillation selon Duclaux que l’on voit figure 1. _ 

; Mais lorsqu’ils sont mélangés en proportion de 1/2 a 1/1 ou 2/1 
avec l’acide acétique, la méthode comporte une indétermination — 


/00 | 
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Fic. 14. — Courbes de distillation fractionnée des acides purs : 4 
4, Acide isobutyrique ; 2, Acide isovalérianique ; 3, Acide n-caproique. 


en ce qui concerne l’identité de l’acide supérieur. Ces faits sont 
clairement exprimés par la figure 2. ; 
Il en résulle que le mélange des acides de fermentation obtenu 
a parlir de Cl. caproicum peut étre interprété par la formule 
n-caproique/acélique = 1/1, mais aussi par la. formule isovalé- 
rianique/acétique = 1/1. De méme, le rapport établi par Prévot 
pour Cl. valerianicum soit isovalérianique/acétique = 1/1 corres- 
pond bien aux courbes expérimentales ; ces derniéres peuvent 
cependant étre également interprétées par le rapport. isobuty- | 
. rique/acétique = 1/1. . 
a Le probleme de Videntité des acides trouvés dans les cultures 


de ces deux bactéries devait donc é@tre reconsidéré dans son | 
ensemble, 


ee 
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iGaser ‘DU TRAVAIL. | 


ie que ‘Ton était peut-¢ire en présence d’acides isobuty- 
et isovalérianique, et non pas en présence d’acides « valé- 
ique » (voir ci-dessus la remarque relative a l’erreur de 
laux) et n-caproique, remettait en question l’origine de ces 


0-70 20 30 40 50 60 70 80 90 700 ee 


2. — Courbes de distilaion fractionnee des nme en proportion. 4/2 # 
A/1 d’acides de la figure précédente et d’ pate acétique : 1, lsobutyrique/acé- a 
que, -1/2:;- 2, Isobutyrique/acétique, b/t 573, Isoyalérianique/acétique, 4/25 ea 

ee Isovalérianique /acétique, 1/155, n- oh oa gece 4/2; 6, n-caproique/ ee 


acetique,, Aft: 


es que Prévot croyait  initialement dériver de glucides fer- 
nentescibles. ; 
Il était intéressant de voir, sans encore préjuger de leur i 
ure, si oui ou non, le gineose des milicux de culture est Sa 
origine des acides en C 4, C 5 ou C 6 trouvés dans ces cultures ; 
dans le cas oti ces acides ne seraient pas d’origine glucidique 
/rechercher quelles réactions sont susceptibles de donner nais- 
nce a des acides ramifiés tels que les acides isobutyrique et iso- 
alérianique. 


RisuLtats. 


Nous avons tout d’abord montré que le type de fermentation 
envisagé a lieu aussi bien dans les milieux de culture non glu- 
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Visoleucine. Nous avons montré que les réactions donnant nais 
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cosés que dans les milieux glucosés a 2 p. 1.000. Dans les de Ds 
cas, les mémes acides sont formés et dans la méme proportion: 
A de plus fortes concentrations, le glucose supprime ce type 
fermentation qui est alors remplacé par une fermentation de type! 
n-butyrique/acétique (1). Tt 
Les acides supérieurs des cultures des deux bactéries ne corres> 
pondaient done pas a des produits de fermentation du. glucose; 
Nous l’avons controlé en faisant agir des suspensions lavées de 
ces germes sur le glucose et sur le pyruvate : il ne s'est formé 
dans ce-cas que de l’acide acétique. ae 
Nous avons précisé les réactions au cours desquelles les acides; 
supérieurs sont formés. Nous avons pu oblenir ces acides pay 
action de suspensions lavées de bactéries sur les couples d’amino 
acides suivants: valine-glycine, leucine-glycine, isoleucine-gly 
cine. Les réactions qui ont lieu sont des réactions de désamina 
tion couplée telles que Stickland [7, 8] en a décrites entre alanine 
et glycine, et entre alanine et proline chez Cl. sporogenes. Cet 
auteur a montré avec ce germe, en utilisant la technique de 
Thinberg, que la valine et la leucine sont des donateurs d’hydro 
géne [9]. Kocholaty et Hoogerheide [40] ont étendu ces faits : 


sance aux acides supérieurs pouvaient s’écrire de la maniére} 
suivante : + ; 


CH ae aan CH, — COO 
oe N — CH, — COOH + 1,0 — 
CHy7 \coon , Bogs 


3 sh 
Valine. 


Cee 
cH,’ 1— COOH + 2CH, — CO 


Ac. isobutyrique + 3NH,+- CO. | 


it "Neu Che Gee ees 
aS ORs + 2H,N — CH, — COOH + 4,0 — 
CH,” ‘ \cooH : a ee 


Hg 
Leucine. 


HN 
“ale — CH, — COOH + 2CH,C 
CH, 2 + 8 0p 


Ac, isovalérianique + 3 NH, + CO,. — 


TT BSS cua 
sf + 2H,N — CH, — COOH + H,0 — 
CH,” SCOOH Shane ; saehaeare 


Isoleucine, . 
CyHy 

CH — COOH +- 2ClIl 
cH,” ok +2C COOR 


Ac. valérianique + 3NH,. 
opt. actif + CO,. 


(1) L’étude quantitative de linfluence du glucose et du temps de 


culture fait Vobjet du mémoire suivant (R, Saissac, M. Raynaud et 
G. N. Cohen). 


a 


apables @aticciner des réactions de désamination couplée str 
e Stickland. Ces espéces ont été classées par Prévot [4] dans 
méme sous-genre des clostridies protéolytiques dont d’autres 
membres, tels que Cl. histolylicum, Cl. saprotoxicum, Cl. flabel- 
lijerum, Cl. bifermentans et Cl. sordellii, espéces trés voisines 
i Cl. sporogenes, peuvent effectuer des réactions de Stickland 
omme l’ont montré Nisman, Raynaud et G. N. Cohen [44, 42] 

n utilisant les couples alanine-glycine et alanine-proline. 


PARTIE EXPERIMENTALE. 


ae Souches employées : Cl. caproicum, souche A22B ; Cl. valeria- 


ih 


nicum, souche A36A ; Cl. sporogenes, souche GOI. 
Ces souches. proviennent de la collection du Service des 
: “anaérobies de l'Institut Pasteur. 


td 


_CondITIONS DE CULTURE ET SUSPENSIONS. — Les bactéries. sont 
_¢ultivées sur un milieu liquide, a base de digestion pepsique de 

_viande et de foie, ‘additionné ou non de glucose en proportions 
variables. 

Pour obtenir les suspensions lavées, les eal. préalablement 
désaérés, sont ensemencés avec des souches fraichement repiquées. 

Un litre dune culture de dix-sept heures est centrifugé ;-le culot 
est lavé deux fois a l'eau physiologique et remis en suspension 

dans ce liquide, Dans la plupart des cas, les expériences ont été 
_réalisées & pH 7 (tampon phosphates M/15), dans le vide, 4 37° C, 

en présence de l’amino-acide donateur d’hydrogéne a la concen- 

tration de M/60 et de l’amino-acide accepteur a la concentration 

de M/30, avec 3 cm* d’une suspension représentant de 7 a 8 mg. 

azote au total. Durée d’incubation : vingt heures. Volume total : 

30 em’. On trouvera les indications nécessaires 4 la lecture des 

résultats en téte des tableaux dans les cas oti les conditions étaient 


_ Amino-acipes. — La valine, Ja leucine ect isoleucine ont été 
employées dans la mesure du possible a l'état d’isoméres naturels. 
Lorsque les produits dl- ont été utilisés, ils l’ont été en concen- 
‘tration double. Ces amino-acides ainsi que la glycine et la dl- 
‘proline étaient des produits Hoffmann-La Roche. Leurs solutions 
ont été stérilisées par filtration sur bougie L3. 

Etant donné la durée de l’incubation, toutes les solutions ont été 
‘utilisées stériles. Les diverses manipulations étaient aussi effec- 
peces stérilement, 


Dosaces. Liammoniaque a élé deste selon pend et 
Gros [43] sur Paes parties aliquotes de 5 cm®. Les 25 cm* restants 
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sont acidifiés et entrainés a la vapeur d’eau jusqu’a obtention dun 
volume de 130 em’. Sur 20 em*, on effectue une détermination en 
‘ double de Vacidité volatile et les 110 cm* restants sont analys¢s | 
selon Duclaux pour la détermination de la nature des. acide 
volatils. : 


ExpiRieNces EN CULTURE. — Aprés cing a huit jours de crois- 
sance, on effectue une détermination des acides volatils sur 250 cm" 
de culture de Cl. valerianicum et de Cl. caproicum, cullivés sur 
milieu non glucosé et sur milicu glucosé a 2 p. 1.000. Le tableau L 


résume nos résultats. ae 


al 


a heey bean 


Tasieau 1. — Temps de culture : 5 jours. 


ACIDITE 
volatile totale ag 

em® NaOH N/10 NATURE DES ACIDES 
par litre 
de cullure 


Cl. valerianicum : 


Milieu non glucos6 ...... 387 [so-V./Acét. ou Iso-B./Acét. : 4, 
Milieu glucosé, 2 p.1.000 ... 476 = Idem. 


Cl. caproicum : ae) | 
Milieu non glucos6 ...... 375 n-Cap/Acét. ou Iso-V./Acét. : 1 
Milieu glucosé 2 p. 41.000... 228 Idem. 


Iso-V., isovalérianique; Iso-B, isobutyrique; n-Cap, n-caproique. 


Les tables utilisées pour les acides ramifiés et leurs mélanges | 
avec l’acide acétique ont été déduites des valeurs données par 
Lasserre [4] et Bréchot, Appert et Plessis [5]. Celles utilisées | 
pour l’acide n-ecaproique ont été construites d’aprés les valeurs 
données par Knetemann [44]. Les résultats ci-dessus indiquent _ 
que les acides supérieurs ne proviennent pas de la fermentation 
du glucose dans le cas étudié. Leur origine n’a certainement rien 
de commun avec celle de l’acide n-caproique produit dans Ja fer- 
mentation décrite par Barker [45, 46, 17] a partir de 1’éthanol 
avec T. kluyveri (= Cl. kluyveri), Bien au contraire, dans des 
expériences réalisées avec des quantilés de glucose bien plus | 
importantes et ot le temps de culture est limité a vingt-quatre 
heures, la production de ce type d’acides est inhibée et il appa- | 
rail une fermentation n-butyrique/acélique. Ce résultat sera dis- 
culé plus loin, On trouvera tableau IL le compte rendu d’une 
telle expérience, extraite du mémoire suivant (2). - 


—~ 


(2) R. Saissac, M, Raynaud et G, N. Cohen. 
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TABLEAU Il. — Temps de culture : vingt-quatre heures. 


ACIDITE 
volatile totale 
em? NaOl N/10 NATURE DES ACIDES 
par litre 
de culture 


Cl. caproicum : bouillon glucosé & 
25 p. 1.000 boy? Reece ‘ Df< 


Butyrique 
z Acétique 


< 3/4 


EXPERIENCES AVEC LES SUSPENSIONS LAvES. — Les chiffres expé- 
rimentaux de distillation selon. Duclaux ~ correspondant aux 
résultats du tableau I s’accordent avec les chiffres correspondant 
a un mélange n-caproique/acétique. Cependant nos premiers 
résultats avec les suspensions lavées nous ont fait d’abord penser 
~quwil se pourrait que Cl. caproicum produise éventuellement soit 
les acides isocaproique (4-4’diméthylbutyrique) et caproique opti- 
quement actif (méthyléthylpropionique), soit les acides isovaléria- 
nique (3-3 diméthylpropionique) et valérianique optiquement actif 
(méthyléthylacétique), a partir de la leucine et de l’isoleucine, vu 
la structure de ces deux acides aminés. ; 

Dans la premiére alternative, on serait en présence d’une 
désamination réductrice ; dans la seconde, d’une désamination oxy- 
dative accompagnée de décarboxy lation. 

Il n’existait malheureusement pas dans la littérature de données 
relatives aux constantes de distillation selon Duclaux pour les iso- 
méres de l’acide caproique, pas plus que pour l’acide valérianique 
optiquement actif. Grace a obligeance de M. S. Sabetay que nous 
sommes heureux de remercier ici, nous avons eu deux échan- 
tillons d’acide caproique optiquement actif, l’un racémique et. 
l’autre d-, ce dernier provenant de la fermentation de feuilles de 
- tabae. Voici les constantes physico-chimiques de |’échantilldm actif 
selon Sabetay et Panouse [18] : 


Eb : 194-1969; n= 1,458; d.” = 0,9276; [a] D= + 79,66. 
Amide: si == 198°; p-toluidide : F = 75°; ester p-bromophénacylé : F = 36°. 


Dapres_ de nombreuses mesures trés voisines dont nous avons— 
pris la moyenne arithmétique, nous avons établi les constantes de 
Duclaux de cet acide. On les trouvera dans le tableau III. 

Ces chiffres ne permettent pas de différencier d’une maniére 
satisfaisante cet acide de l’acide isovalérianique qui présente a peu 
de choses prés les mémes constantes. 

-Il nous a été» impossible de nous procurer les acides isoca- 
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Tabreau Ill. — Constantes de Duclaux de l'acide caproique 
optiquement actif (méthyléthylpropionique). 


NE _________ mma 


NOMBRE DE CM® DISTILLES ACIDITE P. 100 
10 30,4 
20 io 
30 68,3 
40 79,4 
0 87,4 
60 91,9 
10 95,3 
80 97,5 
90 99,5 


proique et valérianique optiquement actif dont il reste évidem- 
ment.a élablir les constantes de Duclaux, 

En possession de ces données fragmentaires nous avons voulu 
vérifier que le glucose et le pyruvate ne donnaient pas les acides 
du type recherché sous Vaction des -suspensions lavées des 
eermes éludiés. Le tableau I montre que ceci est bien le cas et 
que ces substrats ne donnent naissance qu’a de lacide acétique, 
et que, de plus, ils ne sont que faiblement fermentés. (On ne doit 
pas s’élonner de l’absenee de lacide- butyrique trouvé cepen- 
dant en cullure sur milieux fortement glucosés : Cohen et Cohen- 
Bazire [19] ont décrit des souches d'autres especes productrices 
en culture d’acide butyrique et dont les suspensions ne donnent 
que de acide acétique en présence de pyruvate.) 


Tabirau LY. 
Temps d'‘incubation : vingt-quatre heures. Température : 37° C. pH :7. 
Volume total : 20 cm’. 3 em de suspension : 8 mg. N au total. 


ACIDIVE VOLATILE 


Millimol/itre NATURE DES ACIDES 


— 


Pyruvate 0,15 M: 


Cl. valerianicum .. . : Acétique. 
Cl. caproicum. . 


Acétique. 
Glucose 0,14 M: 
Cl. valerianicum . 


Acétique. 
Cl. caproicum. , 


Acétique. 


Nous pouvions dés lors essayer la fermentescibilité par nos 
souches de la valine, de la leucine et de V’isoleucine. Nos résul- 
tals sont consignés dans le tableau V. 
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TABLEAU V. 


Existence d'une réaction de Stickland entre la valine et la glycine, la leucine — 


et la glycine, isoleucine et la glycine Suspensions lavées de Cl. valerianicum 
et Cl. caproicum. Temps d'incubation : vingt heures. Température : 37° G, 
pH: 7 Volume total : 30 cm*. Suspension : 3 cm* : 8 mg. N. La valeur 
correspondant a la suspension seule n'a pas été défalquée. 


SS A SR SS AY 


NH® MICROMOLFS 


SUBSTRATS Sane eae Cl. caproicum © 
Gigcine MGdsis. es. 2 402 96 
Malines MiiG0srs nivs cps 3 te a 96 - 90 
Leucine M/60..... Socks : 108 402 


isoleucine” M/60-. 05 . 3". 84 84 
Glycine M/30 + valine M/60 . 720 654 
Glycine “/30 + leucine M/60 . 654 600 
Glycine-isoleucine M/60. . . . 68% 4.458 
Suspension seule ..... . 402 )» 4120 


Les deux espéces réalisent done une réaction de Stickland avec 
les couples d’amino-acides étudiés. 

I] était dés lors intéressant d’étudier la relation entre les quan- 
tités d’ammoniaque et d’acides volatils formés lors de ces réac- 
tions. Le tableau VI expose ces relations dans une de nos expé- 
riences : 


Tasieau VI. 

Cl. caproicum. Temps d'incubation : Vingt et une heures. Température : 37° °C. 
pH : 7. Glycine : M/30. Acide aminé donateur : M/60. Les valeurs des témoins 
correspondant a l'ammoniaque et aux acides formés par les suspensions 
seules ont été défalquées. 


oR ER SA OE IE EO EST SEALE ODO SSDI SODA BAD ALE ALLL DEES ELE ACAD EAL 2 ALICE. LEE SAS: 


5 NH? ACIDITE VOLATILE 
PR eater cm? HCI N/10 par litre cm* NaOll N/:0 par litre 
fValine-slycine).~ 2... .- 196 , 482 
Leucine-glycine...... 1468 172,6 
Isoleucine-glycine. . . . . 354 322 


Ces résultats montrent que lammoniaque et les acides volatils 
se forment en proportion équimoléculaire, conformément aux 
équations I, If et If]. Quant a la nature des acides formés, la 
présence de Vacide acétique provenant de la réduction de la 
glycine laisse subsister la méme indétermination que dans les 
cultures. Ainsi, dans le cas du couple valine-glycine, la courbe 
de Duclaux peut étre inlerprétée par : 


isovalérianique 
acétlique 


> 1/2, 
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he ou encore. par : 
= isobutyrique 
+e acélique 


> 1/2. 


mth ee 


Dans le cas du couple leucine-glycine, les courbes peuvent élre | 
he aussi bien interprétées par : 


Seen eS Ba 


Re. n-caproique 
a acéelique 
Be. que par 
ee 12 a <i. : his 
a - Quant au couple isoleucine-glycine, il donne un mélange d’acides 
a dont la courbe de distillation fractionnée ne peut étre interprétée 
P par aucun des mélanges de constantes connues, y compris les — 
ss mélanges caproique optiquement actif-acclique, dont les cons- 
oe ~ tantes ont été élablies d’aprés ros résullats du tableau III. 
Sie Pour lever celle indétermination, nous *avons utilisé comme 
ee? accepteur d’hydrogéne Ja dl-proline au leu de la_ glycine. 
Comme |’a montré Stickland [7], la proline est réduite en acide 
d-amino-valérianique et ne donne naissance 4 aucun acide volatil. 
Or, les courbes de Duclaux des acides que nous cherchons a 
metire en évidence ne prétent plus & confusion en absence d’acide 
‘2 acélique ou en présence de petites quantilés de ce corps. Le 
tableau VII indique les résultats d’une de nos’ expériences : 


0 ah itn hath tag, we Me Kaw gee meg 


' TAbLEAu VIT. 
Cl. caproicum. Temps d'incubation : Vingt heures. Température : 37° C. pH : 7. 
Ty Volume total : 70 cm‘. Suspension : 9 cm* ; 23mg \N. dl-proline : M/23. 
AP. Valine, leucine, isoleucine : M/46. Les valeurs correspondant a la suspension’ : | 
ee seule ont élé défalquées. : t 


ee SS A SS RE ES 


- NH? ACIDITE VOLATILE 


ca COUPLE UTILISE em® IIC] N/10} cm* NaOH N/10 * NATURE 
‘ par litre par litre des acides volatils 


we ; 

SS Valine-proline .... 182 160 ee 
vs abe aaa at 
Leucine-proline. . . . 96 Oe Se 

P 2 Acélique < aie 


Isoleucine-proline. . . 190 178 


= v; A . ; 

. On voit que méme avec la proline comme accepteur, il appa- 

; rait de petites quantités d’acide acétique. Ceci s’explique par 

des réactions de Stickland entre la proline ajoutée et les acides 

: aminés donateurs, tels que Valanine, provenant de l’autolyse des / 
germes, tres proléolyliques ; ou encore, entre les acides aminés — 
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Sroraieurs ajoutes: et la glyeime @oneine autolytique. Ces fails 

3 Pans d’ailleurs que dans les résultats du tableau VI relatifs 

; aux réactions de Stickland entre valine, leucine et isoleucine 
_ dune part, et glycine d’autre part, l'on obtienne des rapports 


3 acide supérieur 


> 1/2; 


: rapport théorique (voir équations Te, HID). La perturbation de 
la réaction idéale vient des amino- acides dorigine autolytique. 

=: ; Dans le cas du couple isoleucine-proline, faute des constantes 
de lacide valérianique optiquement actif qui nous auraient 


les chiffres expérimentaux de Ja distillation sclon Duclauy. 
Tasuieau VIII. 
Chiffres expérimentaux de la distillation fractionnée selon Duclaux des acides 
volatils formés au cours de la réaction de Sticklaad entre isoleucine et proline 
dont il est fait état au tableau VII. 


NOMBRE DE CENTIMETRES CUBES DISTILLES ACIDITE Pp. 100 
40 24,0 é 
20 43,5 
30 Oma 
40 1053 
cs 50 19,5 
60 ¢ 86,3 
70 oe 
80 Cae 
< 90 98%2 


Il est vraisemblable que ces chiffres cadreront avec une cer- 
taine proportion des acides valérianique opliquement actil et 
acélique. Ils excluent dans tous les cas l’acide caproique opti- 
quement actif pur ou mélangé a de Vacide acétique, et par la 
méme Vhypothése @une désamination réductrice de isoleucine. 


Il restait A démontrer pour prouver que l'on était bien en pré- 


sence de réactions de type-Stickland que Ja désamination et Ja 
formation d’acides volatils étaient bien accompagnées de décar-. 
‘boxylation. Cette expérience a été réalisée en utilisant la méthode 
de Warburg. Les résultats sont consignés pour Cl. caproicum et 
le couple valine-glycine dans le tableau IX, 
A Ici encore. la décarboxylation importante de Ja valine seule 
: rend vraisemblablement comple de réactions de Stieckland avec 
‘ des amino-acides d’origine autolytique. 
é En résumé, les réactions donnant naissance aux acides iso- 
“a butyrique, isovalérianique et valérianique optiquement aclif sous 


fay ; ay 
\ 


304 


permis une identification certainc, nous dennons au tableau VIII 


acélique te 
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Tasceac IX. 

Cl. caproicum. Température : 37° C. Cupule centrale : 2 cm® de mélange réac- 
tionnel. Tube latéral : 0,5 cm* de suspension : 4,4 mg. N. Durée de Vexpé- 
rience : Cent soixante minutes. Atmosphére : N a 5 p. 100 de CQ). Tampon 
bicarbonate : pH 7. La valeur du CU, dégagé par la suspension seule n’a pas 
été défalquée. 2 

ee, 


DEGAGEMENT DE CO, 
SERSTRATS en millimétres cubes 


——— 


DM AD 8 oat) ON ee 338 
Glycine M/z0 . . eer Pach cAy iF 163 
Valine M/40 + glycine MAO . va ha beh aoe 492 
Suspension seule. . Byrne atoms 163 


influence des suspensions de Cl. valerianicum et de Cl. 
caproicum sont les réactions I, II et IIT. 

Signalons. que nous avons retrouvé les mémes résullals avec 
Cl. sporogenes, souche GO I. 


Discussion. 


a) Il reste A élablir, ce qui est vraisemblable, que les acides 
formés en culture sont bien ceux dont nous avons exposé le méca- 
nisme de formation a partir des couples d’amino-acides sous 
Vinfluence des suspensions lavées. Ce travail est en cours. 

b) Il est évident que puisque toutes les espéces du sous-genre 
des clostridies protéolytiques donnent des réactions de Stickland, 
on ne pourra plus se fonder sur les résullats donnés par la 
méthode de Duclaux pour la détermination de Cl. valerianicum 
ou de Cl. caproicum, par exemple. Le type de courbe obtenu est 
en effet caractéristique de tout le sous-genre. Les différences 
observées d'une souche a Vaulre peuvent provenir soit d’une 
irrégularité dans la composition des bouillons en amino-acides, 
soit de l’existence en proportions variables d’une souche a lautre 
de trois enzymes spécifiques de chacun des amino-acides dona- 
leurs d’hydrogéne. Les courbes de Duclaux sont dés lors plus 
ou moins tendues. 

c) Neuberg et al. ont décrit aulrefois des processus de désami- 
nation réductrice donnant respectivement a partir de la valine et 
de isoleucine les acides isovalérianique et caproique opliquement 
aclif, sous V’influence de « cultures mixtes ». L’acide caproique a 
eté réecemment trouvé par Sabetay et Panouse [48] dans le tabac 
fermenté, et par Quebedeaux et al. [23] dans les pétroles dont on 
connait la théorie bactérienne de formation. Or, pas plus que 
nous n’avons pu le réaliser nous-mémes, nous n’avons pu trouver 
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dans la littérature de désaminations réductrices de la valine, de 
la leucine et de Visoleucine par des suspensions d’anaérobies. II 
reste 4 montrer soit l’existence de germes capables de réaliser 
-de telles réactions, soit l’existence d’une réaction couplée d’un 
nouveau type ol ces amino-acides joueraient le role d’accepteurs 
d’hydrogéne et non plus de donateurs. 

d) Wagner, Meyer et Dozier [6] ont observé une accumulation 
considérable d’ammoniaque et d’acides volatils dans les cultures 
de Cl. botulinum sur bouillon peptoné; les acides étaient un 
mélange d’acides « valérianique », butyrique et acétique. 
Clifton [24] a montré que Cl. botulinum est capable de réaliser 
des réactions de Stickland et pense que l’acide valérianique de 
Wagner, Meyer et Dozier pourrait peut-étre provenir de la désa- 


mination par certaines souches de Cl. botulinum de Vlacide | 


é-amino-valérianique provenant de la réduction de la proline. 
Nous savons maintenant que l’acide valérianique est probable- 
ment un mélange d’acides isobutyrique, isovalérianique et valé- 
rianique opliquement actif et que ces acides tirent leur origine 
des acides aminés ramifiés, par réaction de Stickland. 

Nous voudrions enfin préciser un point important du point de 
vue du diagnostic bactériologique. Prévot et Taffanel [25] 
appellent type fermentaire d’une bactérie l'ensemble des acides 
volatils aliphatiques et des acides fixes qui prennent naissance 
au cours de la fermentation des bouillons additionnés de glucides 
et persistent jusqu’en fin de fermentation. Nous avons vu main- 
tenant que chez tout un groupe important d’anaérobies, le type 
fermentaire est d'origine protéique et non glucidique. ‘Le glucose 
en quantité importante fait méme varier le type fermentaire qui 
n’est done pas un caractére physiologique de stabilité absolue. 
De tels changements de type fermentaire sous l’influence du glu- 
cose ont déja été vus par Raynaud [26] avec Cl. sporogenes. A la 
lumiére de nos résultats, ils s’expliquent trés bien si l’on tient 
compte de J’inhibition de la réaction de Stickland par le glucose 
découverte par Raynaud et Machebceuf [27]. Cette inhibition se 
traduit dans les cultures en milieux fortement glucosés par la dis- 
parition des acides ramifiés d’origine amino-acide et par l’appa- 
rition d’une fermentation glucidique vraie, Ces derniers faits 
sont d’ailleurs un argument de plus en faveur de lidentité des 
acides trouvés dans les cultures des clostridies du sous-genre de 
Cl. sporogenes et des acides dont nous avons montré la genése 
par réactions de Stickland. 


Résumr. 


Il est montré que les suspensions lavées de Cl. valerianicum 
Cl. caproicum et Cl. sporogenes forment par réaction de Stickland 


Pera 8, 
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avec la valine, la leucine. et isoleucine comme donateurs d’hydr 


gene, respectivement les acides isobutyrique, isovalérianique et — 


yraisemblablement valérianique opliquement actif. — So ee 

Il est montré que dans les cultures de ces bactéries, ]’indétermi- 
nation la plus absolue subsiste quant a la nature des acides 
formés. Cette indélermination est due aux insuffisances de la 


méthode de Duclaux. L’origine glucidique de ces acides est exclue 


formellement. L’identité probable des acides des cultures et de. 


ceux formés par réactions de Stiekland est diseutée en fonction 


du changement de type fermentaire de ces bactéries dans les — 


milieux de culture fortement glucosés. 
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VARIATION DU TYPE FERMENTAIRE 
DES BACTERIES ANAEROBIES DU GROUPE 
DE CL. SPOROGENES Sous L'INFLUENCE DU GLUCOSE 


EK SAISSAc, M. RAYNAUD et G. N. COHEN 


- (avec la collaboration technique de C, HUMBLOT). 


: (Institut Pasteur. 
Service de Chimie bactérienne de Annexe de Garches.) 


On sait qu’avec Prévot et Taffanel [4] on appelle type fermen- 
_ taire d’une bactérie « |’ensemble des acides aliphatiques volatils 
et des acides fixes qui prennent naissance au cours de la fermen- 
- tation des bouillons additionnés de glucides et ae subsistent a 
la fin de Ja fermentation ». 
Etant donné ‘la complexité du milieu de culture envisagé, les 
- acides volatils trouvés ne proviennent pas obligatoirement de la - 
fermentation des glucides, et l’on sait que les acides aminés 
_ peuvent donner naissance a ces corps. ‘Il eh résulte que les 
acides volatils présents dans les bouillons de cultures peuvent 
_ comprendre, outre les acides volatils, dont Duclaux a donné les 
- constantes de distillation, de nombreux autres acides. 
= GCohen-Bazire, Cohen et Prévot [2] ont montré que Ja méthode 
_ de Duclaux pour les mélanges d’acides supérieurs et d’acide acé- 
_ tique comporte une indétermination en ce qui concerne foie. 
_ de l’acide supérieur. 

La courbe de distillation de l’acide iso-butyrique est prati- 
~ quement identique a celle de fig n-valérianique (Lasserre [3], 
Bréchot, Appert et Plessis [4] ( 

Les mélanges 1S0- ee +iso-valérianique/acétique, 
5 n-éaproique/acétique dans les rapports 1/2 a 1/1 donnent des 
- courbes de distillation qu’il est trés difficile de distinguer. 

Il en résulte que de nombreux résultats de la littérature, relatifs ae 
- a la présence d’acide n-valérianique et n-caproique comme pro- an 
_ duits de fermentation, peuvent étre erronés. : 


(1) A noter que la. courbe de distillation donnée par Duclaux comme 4 
celle de l’acide n-valérianique est en réalité celle de l’acide iso-valéria- ae 
nique (Lasserre 1907) [3]. 
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L’un d’entre nous avait observé [5] que Cl. sporogenes qui, en 
milieux glucosés donne le type butyrique-acétique, fournit en 
milieu sans glucose le type valériamique/acétique. 

De plus, le taux d’acides volatils et celui d’NH, sont beaucoup 
plus élevés lorsque la culture es tfaite en milieu non glucosé. 
La présence des acides acélique, butyrique et valérianique dans 
les bouillons de culture de Clostridium sporogenes avait déja élé 
signalée par Wagner, Dozier et Meyer [6]. 

Les nouvelles données sur l’indétermination de la méthode de 
Duclaux nous ont amenés a reprendre en détail cette étude. 

Dans ce qui suit, afin de ne pas préjuger de la nature exacte 
des acides supérieurs formés, nous. emploierons la notation 
acide -supérieur/acide acélique pour les cas ott les courbes de 
Duclaux ne permettent pas de préciser si acide présent est Pun 
des acides suivants : 

Acide iso-butyrique, 

Acide n-valérianique, 

Acide iso-valérianique, 

Acide n-caproique 
et probablement Vacide valérianique optiquement actif. 

Le probleme que pose la séparation de ces acides fera l’objet 
dun travail ullérieur. 


> 
PARTIE EXPERIMENTALE. 


Souches employées : Cl.. sporogenes GOI; Cl. sporogenes Sta- 
vanger 3; Cl. valerianicum A 36a; Cl. caproicum A 22b. 

Milieu de culture : bouillon viande-foie, soit non glucosé, soit 
glucosé 4 des taux variant de 5 4 50 p. 1.000. Dans ce dernier 
cas, le glucose, stérilisé 4 part, est ajouté en quantité appropriée 
au milieu stérile, préalablement désaéré. Les cultures sont 
effectuées en Erlenmeyer de 1 litre. 

Les prélévements nécessaires (200 cm*) sont effectués stérile- 
ment a4 intervalles appropriés. Sur les produits d’entrainement 
par la vapeur en milieu acide, on détermine |’acidité volatile totale 
et on effectue une analyse selon Duclaux. 


R&SULTATS. 


Influence du glucose sur lacidité volatile totale. 
Cl. sporogenes (souche Stavanger n° 3). 


_ Acidité volatile totale exprimée en milliéquivalents normaux par 
litre de bouillon de culture. 

On voit que l’acidité volatile totale est beaucoup plus faible dans 
les milieux fortement glucosés. La diminution de l’acidité volatile 


Bouillon 
Rouillon 
Bouillon 
Bouillon 
Bouillon 
Bouillon 
Bouillon 


Bouillon 
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18 heures 


D\tTE DE PRELEVEMENT 


48 heures | 3 jours 15 jours 


Cl. sporogenes, souche Stavanger n° 3 : 


non glucosé 
-lucosé a 5/4 000 


glucosé 4 40/1.000. . 
glucose a 20/1 000. . 
glucosé 4 30/1 000. . 
glucosé a 40/4.000 . . 
glucosé &@ 50/1 000. . 


non glucosé 


47,5 


26 
43,2 


a, oe Toe 


Bouillon glucosé a 50/1.000 . . 


—, Délermination non effectuée. 


totale terminale, par rapport au témoin non glucosé, est d’autant 
plus marquée, que le taux de glucose est élevé. 

_ Le maximum diacidité dans le cas des milieux fortement glu- 
cosés est atteint rapidement, au bout de quarante-huit heures. 


Influence du glucose sur le type fermentaire. 


a ; DATE DE PRELEVEMENT 


18 héures | 48 hetres 3 jours 15 jours 
Cl. sporogenes, souche Stavanger n° 3 : 
Bouillon non glucosé . .{AS/A AS/A AS/A AS/A- 
Bouillon glucosé a 5/1000 .JAS/A — AS/A 
Bouilion glucosé 4-10/1 000 . |B/A_ ,5/4 a — AS/A 
Bouillon glucosé a 20/4.000 . |B/A 3/4 _ a —_ 
Bouillon glucosé & 30/1.000 . .|B/A 1,5/1 — — — 
Bouillon glucosé a 40/1.000 . .|B/A 1,5/4 — = os 
Bouillon glucosé a 50/4.000 . |B/A 41,5/4 B/A 1,5/1| B/A 2/14 B/A 2/4 
Cl. sporogenes, souche GOL : 

Bouillon non glucosé .... . AS/A ASIA ~— AS/A : AS/A % 
Bouillon glucosé a 50/1.000 . .| B/A 4/1 |B/A 1,5/1|B/A 2,5/1| B/A 2,5/1 


Abréviation : AS/A, acide supérieur/acide acétique; B/A. acide b tyrique/acclique. 
ee i AS 
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fermentaire B/ A. 
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Ces. résultats ont été étendus a Cl. Bri etc Cl., eaproicum 

et. Cl. acetobutylicum. En milieu non -glucosé, ces germes pré-_ 

sentent le type AS/A; en milieu fortement glucosé on note en. 


méme temps qu'une acidité volatile beaucoup plus faible, le type. ¥ 


| 
: 


? 
a 


Discussion. 


Les acides supérieurs, qui apparaissent en milieu non -glucosé, 
ne peuvent manifestement provenir que des amino- acides, 

Cl. sporogenes ne désamine directement . que: tres peu, a? amino- 
acides. La plupart sont désaminés par réaction de Stickland [7]: 
Cohen-Bazire, Cohen et Prévot [2] ont montré que les acides 
iso-bulyrique, iso- -valérianique et. “valérianique, opliquement. actif, 
prennent naissance par réaction couplée d’oxydo-réduction, en_ 
ulilisanl respeclivement comme donateur d’hydrogéne la valine, la _ 
leucine ect Viso-leucine et comme accepteur, la glycine | ou la_ } 
proline. | 

Par ailleurs, Raynaud et Machebceuf {8} ont montré que le glue 


— cose inhibe la réaction de Stickland. On congoit, dés lors, que la ‘s 


présence de glucides fermentescibles 4.un taux suffisant inhibe Ja. 
formation des acides volatils supérieurs A partir des acides | 
aminés du bouillon, Le glucose est alors. fermenté en donnant . 


parmi les produits de cette attaque, les acides bulyrique eb acc _ z 
tique, en quantilé d’ailleurs faible. = 
Tous les ‘germes qui donnent la réaction de Stiekland sont. : 


done capables de présenter en milieu non glucosé le type fermen- 


taire acide supérieur/acide acétique, souvent considéré ‘antérieu- 


rement comme acide n-valérianique/acide acélique ou acide 7 
caproique/acide accétique. VE hel cA tS 3 
En milieu glucosé a taux suffisant, tous donnent le type — Ms 
butyrique/acétique. Rappelons qu’en dehors de Cl. sporogenes 
(Stickland) et de Cl., botulinum (Clifton) [9], d’autres bactéries 
anaérobies [40],.donnent la réaction de Stickland : Cl. histo- | i 
lyticum, Cl. flabelliferum, Cl. saprotoxicum, Cl. sordellii, : 
Cl. bifermentans, Cl..butyricum (souche CH), Cl: acetobutylicum | : 
2 


(souche PC48), Inflabilis indoliticus et Cl. aerofoetidum [44], 


Cl. carnofoetidum, Cl, mitelmanii, C. ghonit. 
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ETUDE DU METABOLISME DES ACIDES AMINES 
CHEZ LES BACTERIES ANAEROBIES 
DU GROUPE DE CL. SPOROGENES 


par B. NISMAN et M. THOUVENOT. 


(Institut Pasteur, Annexe de Garches. 
Laboratoire de ‘Chimie baclérienne.) 


Le groupe de Cl. sporogenes, d’aprés A.-R. Prévot [4], comprend 
13 espéces anaérobies strictes : Cl. sporogenes, Cl. flabellifgrum, 
“Cl. saprotoxicum, Cl. galli (1), Cl. sordellii, Cl. bifermentans, 
‘Cl. aerofeetidum, Cl. caproicum, Cl. valerianicum, Cl. carnofce- 
tidum, Cl. ghoni, Cl. mitelmani et Cl. histolyticum. 
Des travaux concernant le métabolisme amino-acide de Cl. spo- 
rogenes ont été effectués par Stickland [2], Woods [8], Hoogerheide 
et Kocholaty [4], Aubel, Rosenberg et de Chezelles [5] et oy un de 
nous [6, 7, 8]. Bessey et King 9) ont éludié le métabolisme de 
Cl. histolylicum quwils ont trouvé peu différent de celui de 
‘Cl. sporogenes. 
Prévot, Cohen et Nisman [40] ont fait une étude comparative 
des désaminases de, Cl. bifermentans et Cl. sordellit. 
Il était intéressant de voir s’il y avait une parenté biochimique 
entre le métabolisme des acides aminés des espéces citées et de 
‘celles qui n’ont pas ¢té étudiées. C’est ce but que nous nous 
sommes proposé de réaliser dans ce travail. En oulre nous nous 


occuperons de quelques produits de dégradation a partir de cer- 
fains acides aminés. 


PARTI£ EXPERIMENTALE. 


Prépardlion des- suspensions cellulaires. — Les’ suspensions 
ont été préparées a partir de cultures Agées de dix-sept heures ° 
sur bouillon de viande et foie non alucosé, Les cultures sont 
centrifugées, le culot bactérien lavé une fois a leau physiolo- 
sique slérile, recentrifugé et amené a la dilution désivée dans de 
Peau physiologique. La densité des suspensions est exprimée en 
milligrammes d’N *bactérien par millilitre de suspension. Les 
acides aminés ulilisés sont des produits Hoffmann-La Roche. 


(1) Cetle espéce n’a pas encore été relrouvée ni étudiée depuis sa 
lescriplion originale. 
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N-NH®* a été dosé par la méthode de Raynaud et Gros [44]. 

La chromatographie des acides aminés a été effectuée selow 
Consden, Gordon et Martin [42]. 
La consommation d’ O,.a élé mesurée dans Vappareil de 
Warburg. 

Les espéces bactériennes étudiées ici sont : 


Cl. sporogenes, souche GO1. Cl. caproicum, souche A 226. 
Cl. fl:belliferum, souche AOS. Cl. valerianicum, souche A 36a. 
Cl. saproloxicum, souche Coll. Cl. carnifelidum, souche A530. 
Cl. sordellii, souche 82. Cl. ghonii, souche PP. 

Cl. bifermentars, souche St. Cl. milelmanti, souche A13E. 
Cl. aerofelidum, souche W-S. Cl. histolylicum, souche Ch 2. 


Pour les études en anaérobiose les tubes réactionnels sont 
scellés sous vide. Les mesures de turbidimétrie ont été effectuées. 
au photométre de Meunier. Dans ce cas nous nous sommes servi 
de l’écran vert. 

R&suLTAtTs. 


A. — Désaminases. > 


D’aprés les résultats consignés dans le tableau I on voit que 
toutes ces espéces attaquent trés peu d’acides aminés individuel- 


Tasirau 1. — Anaérobiose. 


200 micromols de substrat dans du tampon phosphate M/15, pIl : 7 

4 ml. de suspension bactérienne. Volume total : 10 ml. 

Incubation a l’étuve 4 37°, pendant vingt et une heures. N — NH, dégagé exprimé 
en vu. mols. 

L’NH, de l'autolyse de la suspension seule a été déduit. 


SUBSTRAT 
= ae | it 
=o, eee Sa Me oc) te ean, ie 
ESPECE BACTERIENNE Ee 25 e BS ee na 32 
|e | ee | ae | ee | OF | oe 
= FD MAO HG eOMN Pay cON Tama ay | me 

ra Tata eeeued BA) =a 

s 5 re a 5 te z Re 
Cl. sporogenes ..- ++ .+4.. 2,50 /}.550 | 120 | 88 | 106 | 408 | 460 
Cl. flabelliferum.....++.. 4,4 | 188 40 | 40 45 32 | 40 
Cl. saprotoxicum . Be a fal toe Wi yted | 10D 20 | 198 14 158 34 10 
GURSORGE ULV pine is he. my etre ais 2,92) 184 | 174 | 44 86 20 | 20 
Cl. bifermenlans...... ees fees haifa} 42 78 86 | 23 
Cl. aerofetidum ie A SR Ica ca oe 2,40 | 262 | 120 92 400 | 116 52 
Cl. caproicum ........-. 2,60 | 244 | 120 | 88 | 160 60 | 28 
Gleaalenianecuytes. eee O08) 25615 470 + 12-8) 199 50 | 26 
CUECUN NORMA LG rrr. ele ure) cans 290) 310-1 1125 80 90 | 108 | 50 
OURO honiucmrge ey amor re tee o | 10500" | coe 54 | 40 76 40 | 44 
(HE TOMO DED Dee Oly CP uh Ea oem eA 324 | 106 72 94 60 52 
Cl. histolylicum . 1... 1... 2,8 | 328 | 108 | 20>} 404 54 | 410 
Valeur théorique maxima .... 600 | 200 | 200 | 200 | 200 | 200 
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lement. Les substrats les »plus souvent attaqués sont les “sui- 


vants : laosérine, |’arginine,' la méthionine, la cystéine, la thréo- — 


nine et rarement |’ornithine. . 

La plupart des acides:aminés ne sont pas touchés en°anaéro- 
biose, mais peuvent l’étre lorsque le couplage oxydo-réducteur 
entre donateur et accepteur “d’hydrogéne samino-acide se trouve 
réalisé. Nisman, Raynaud et Cohen [43] ont décrit la plupart de 
ces espéces comme donnant la réaction de Stickland. 

Il restait A savoir si les quatre bactéries suivantes posstdent 
des enzymes pouvant réaliser ce dernier type de réaction. 

Le tableau suivant rapporte & ce propos les résultats. 


Tasieau Il, — Réaction de Stickland. “Anaérobiose. . 


300 micromols de substrat (soit 100% mols ‘de donateur + 200 d'accepteur ‘dans 


,du.tampon phosphate»M/J5 pl: 7). 

{ ml. de suspension. Volume total : 40 ml. 

Temps dincubation : vingt et une heures a 37°. N— NH, exprimé en p mols. 
L’NH, provenant de l'autolyse de la suspension déduit. 


: ; MILLIGRAWMES | COUPLE NH, POURCENTAGE| VALEUR 
ESPECE BACTERIENNE de N/ml. ie dégageé de théorique 
de susp. utilisé p» mols | désamination | maxima 
Cl. xrofwlidum . . 2,4 Alani. 180 60 
Cl. carnifeelidum... 259 Glyci. 200 66 300 
Cl. milelmani ... 2,6 : 180 60 noe ‘ 
GE ghonis.. 5M, va. * 1,60 90 30 : 


SR YE SR SR SR SS A SER EERE SYS TNS 


D’aprés les résultats exposés plus haut, on voit que toutes ces 
espéces donnent la réaction de Stickland, source principale 
énergie lorsque la croissance se fait sur des milieux exempts 
de -glucide. 


B. — Action du glucose dans le milieu de culture 
sur Vaclivité désaminante des suspensions. J 


Kendall et Walker [44] ont remarqué que le glucose a 
0,3 p. 100 dans le milieu de culture inhibe chez P. ‘vulgaris la 
sécrétion de l’enzyme liquéfiant la gélatine, et que Ja présence 
de sucre a un taux supérieur dans le milieu pouvait ‘supprimer 


totalement la formation de cet enzyme. Ces auteurs ont conclu 


qu’en présence de glucose ou de tout sucre fermentescible, ‘les 
bactéries dégradent préférentiellement les sucres, et n’attaquent 
pas les proléines, 

Berman et Rettger [45] trouvent que le glucose n’a pas Je méme 
effet sur les cultures de B. subtilis et Aerobacter cloacae. Dans 
ce dernier cas, la dégradation du glucose n’entratnant pas une 
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“modifieation notable de pH par Ia formation a acidité, ‘les’ pro- 
-téines sont aussi bien dégradées en présence. qu’en absence. de 
“sucre, cependant que, davis le cas de FE. coli et P. vulgaris la fer- 
‘mentation de sucre entraine une acidite trop forte dans le milieu, 
“ce qui a pour conséquence d’empécher les protéines d’étre 
“dégradées. ; ge 
Stephenson et Gale (46), Gale et Stephenson AT], Gale 48] et ee ‘- 
Epps et Gale [419] étudiant les désaminases d’E. coli arrivent Aces 
conclusions : : le glucose présent dans le milieu: réactionnel 
nD *inhibe pas les désaminases, mais ces derniéres ne se forment 
. pas lorsque des sucres fermentescibles sont présents dans le 
z pita de culture. 

La réduction du. pouvoir désaminant des suspensions préparées 
9 a'partir de cultures d’E. coli sur milieu a 2 p. 100 glucosé, 
- - affirment ces auteurs, n’est pas un changement permanent dans 
Ja constitution enzymatique de la bactérie, car aussitot que l’on 
repique £. coli sur milieu non glucosé, il regagne enticrement son 
pouvoir désaminant. ; 

ye Dans ce travail nous avons voulu vérifier si action du glucose 
sur les cultures des anaérobies est comparable a ce qu ‘elle est 
“chez les aérobies. A cet effet nous avons utilisé les espéces SUl=.-, 6 ae 
*vantes : Cl. sporogenes et Cl. mitelmani. Les suspensions de ces 

‘anaérobies préparées a partir des milieux: glucosés a 2,5 p- 100 

Sq ‘et non glucosés selon le mode indiqué plus haut, ont été amenées _ 
~ -a‘la-méme densité d’azote par des mesures de turbidimétrie au. 
- ‘photomeétre de Meunier. Le tableau HI rapporte nos résultats. 


Tasieau Il. — Action du glucose su- les désaminases. 


—  “a) 209 micromols de substrat dans du tampon phosphate M/15 pH: 7, +4 ml. 

3 de suspension bactérienne provenint dune culture sur milieu non elncoseé. 

Dans le cas de la réaction de stickland : 300 u mols de substrat, dont 100 de 
donateur et 200 4 accepteur d’hydrogeéne. : 

Volume tolal: 10 ml. Temps d’incubation : vingt et une heures a 37°, N — ae 
exprimé en micromols. NH, de la suspension seule « été déduit. 

6) Méme répartition, mis la suspension provient des milieux glucosés & 


2.5, 5 p. 100. 
MILLIGBAWMES | RE \CTION ’  SuBST: AT 
de N/mil ile 2% 
spice BACTERIENNE | (ORS |Stickland| arciaine|Cystéine| M'thio- | saving | Thréo- |  Orni- 
7 » ) + 3 rginine ys nine eperir mine, ining 


Ano b : 3,0 a (aeden a b a aes a b a |b See he a b 


as | ee fe 


l. sporogenes.. .|. | 300] 116] 488} 34x]. 82] 80] 96] 90 | 112] 120} €6| 60] 76] 84 
E mitelmani . . | 3 00 | 3.90 |264| $0] 510|'372] 106] 128] 6+] 36] 42) 48) 94) 74] 416) 416 
aleur théorique matima, '300| 300] 600 600) 200 200) 200] 200! 200] 200] 200] 200] 200] 200 


— EEE 


“4 


Comme il ressort des résultats rapportés plus haut, les inhib:- 
tions sont assez importantes concernant la réaction de Stickland 
avee ces deux anaérobies, mais en ce qui concerne les autres 
acides aminés, elles ne permeltent pas de penser que l’on se 
trouve en présence d’un phénoméne analogue a celui rapporté 
par les auteurs britanniques concernant les désaminases d’E. coli. 
On peut done penser que la nature des désaminases chez les 
anaérobies serait davantage constitutive que.celle de certains 
aérobies. 

Rappelons qu’en ce qui concerne l’action du glucose présent 
dans le milieu réactionnel, Raynaud [20] a montré que ce dernier 
inhibe presque totalement la réaction de Stickland chez Cl. spo- 
rogenes. Nous-mémes, dans le présent travail, avons vu le méme 
phénoméne avec Cl. histolyticum, Cl. mitelmani et Cl. aerofce- 
tidum. 
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TasLteau IV. — Inhibition de la.réaction de Stickland. 
a) Répartition analogue a celle du tableau II. 
b) Répartition + 500 micromels de glucose. 


N — NH, exprimé en micromols. NH, dosé aprés vingt dt une heures d’incu- 
bation a 37°. 


uw MOLS NII, 


‘ " MILLIGRAMMES 
ESPECE BACTERIENNE COUPLE UTILISE | | ————————— 
de N/ml. susp. p. 100 


INHIBITION 


Cl. histolyticum . . Alanine-glycine. 
Cl. mitelmani. . : Valine-glycine. 
Cl. aerofelidum. . Valine-glycine. 


Valeur théorique maxima. 


! 


C. — Produils du catabolisme amino-acide 
des suspensions bactériennes. . 


Peu de choses sont connues sur les produits qui se forment 
par la dégradation des acides aminés avec les suspensions des 
bactéries de ce groupe. Stickland a réussi A montrer les produils 
qui se forment 4 parlir des couples d’amino-acides suivants : 
alanine + proline et alanine + glycine, A partir de l’alanine dans 
les deux cas, il se forme de l’acide acétique. La glycine par désa- 
mination réductrice donne également de V’acide acétique cepen- 
dant que la proline par le méme processus donne l’acide 3-amino- 
valérianique. 

Récemment, dans un travail avec des suspensions de Cl. sporo- 
genes, Cl. caproicum et Cl. valerianicum, Cohen-Bazire, Cohen 
et Prévot [21] ont montré que par un mécanisme analogue a celui 
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décrit par Stickland, la valine donne l’acide iso-butyrique, la leu- 
cine, l’acide iso-valérianique et l’iso-leucine, probablement |’acide 
isovalérianique optiquement actif. Dans cette partie du_ travail 
nous nous sommes occupés des produits formés par la dégrada- 
tion de Varginine et de la méthionine par les suspensions de 


Cl. mitelmani et Cl. sporogenes. 


a) DEGRADATION DE L’ARGININE. — On sail depuis Woods ‘[3] 
que Cl. sporogenes altaque Jl’arginine et libére 3 molécules 


. 


d’NH*, CO? et Vacide %-amino-valérianique par molécule 


d’acide aminé. L’enzyme spécifique de l’attaque de cet acide 


aminé.a été appelé par Hills [22} (qui 


avait étudié ce fait avec 


certains streptocoques) « arginine-dihydrolase ». Hills a réussi 
a montrer qu’avec les suspensions de bactéries cilées, dans cer- 
tains cas il se forme de lornithine qui peut du reste ne pas étre 
attaquée. Rappelons que Cl. sporogenes atlaque les deux acides 
aminés, tandis que Cl. mitelmani n’attaque que l’arginine et. trés 


de la technique de chromatographie sur 
selon Consden, Gordon et Martin [42]. 


faiblement l’ornithine. Nous nous sommes servi dans ce travail 


papier des acides aminés 


i TarpLEAu V. — Dégradation de l’arginine. 
a) 200 micromols d’arginine dans du tampon phosphate +1 ml. de suspension 


bactérienne. Volume total : 5 ml. Incubation 
tion pendant huit heures. En fin de réaction 1 


dans le vide & 37° avec agita- 


goutte est prélevée du mélange 


réactionnel pour servir 4 la chromatographie sur papier. 
b) Mélange ne contenant que la suspension dans. du tampon et servant*de 


témoin a lexpérience. 


Chromatographie effectuée avec phénol & 95 °/, comme solvant. 


Rf prs ACIDFS AMINES Rf pFS ACIDFS AMINES 


identifiés dans a 
0,66 : arginine. 
(HSA DUA IT OLD Pe Simro AO et 0,40 : ornithine. 
0,87 : proline. 
° 
2 0,66 : arginine. 
Cl. sporogenes. . . . + + +) 0,87: profine. 


identifiés dans 6 


oo 


o> 


Avec Cl. sporogenes, l’ornithine qui se formerait serait aussitot 
désaminée et transformée en acide g-amino-valérianique. Dans le 
cas de Cl. mitelmani V’ornithine est trés peu touchée et c’est la 
raison pour laquelle on arrive 4 l’intercepter. 


b) DiicRapaTION DE LA MBTHIoNINE. — Cet acide aminé est 
dégradé par les suspensions de tous les anaérobies étudiés dans 


ce travail. Nous nous sommes. servl 
Cl. sporogenes. 


ici des suspensions de 
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Tabieau VI. — Dégradation de la {-tsthionine 
ean pated suspensions de Cl. sporogenes. 


4.000 micromols de eee ae sont mis en contact dans du tampon phos-— 
phate M/18 pil: 7, avec 4 ml. ‘de saspension )ictérienne correspondant & — 
42 mg. dN, et en présence d'arsénite de Na en conc: ‘ntration finale M/1.000. — 
Volume tolal : 20 ml., durée d@incubation : vingt et une heures. N — NH, 
exprimé en micromols. En-fia de réaction on déprotéinise avec CCl, — COOU 
a 4p. 100 concentration finale. Le liquid» réactionnel est centrifuge et une 
quantité aliquote de 2-4 dinitrophényl-hydrazine est ajoutée. L hydrazone pré- F 
cipile presue instantanément, On laisse déposer. Le produit est recueilli Sur — 
léna, séché dans le vide eso se contre KOH et POs. “aa 


nw. oe ORS ED VO ree or rr s 


Zen | > e 7 ANALYSE be 2-¢ DNPH ; 
FAS dso Sosy ’ ’ 
ss Z 88 zag 

45.0 ||. 85 foots. 2 * 
ee Pu te eee oe N N S 

SS8 ZH ane - (27 See éalctila’ | trouvé | éaleulé | trouvél 
ay hs 7) p. 100 | p 100 | p. 100 | p. 100, 
1.000 | 200 | 4102 | “449..| 481 | 47507 | 46;08-] 9,78 | 7,184 


On voit done que la méthionine en présence diarsénite de Na 
donne Vacide  g-céto-y-méthio-butyrique. D’aprés le pourcentage 
de S trouvé on peut supposer que l'on se trouve en présence, de 


2 acides g-céloniques dont un ayant perdu le radical — 'S. CH,. 


‘Le fait d’ailleurs que la méthionine, en présence de suspensions 


bactériennes, dégage du mereaptan a élé précédemment remarqué 
par Clifton [23] aveé les suspensions de Pl. felani. 


D. — Acides volatils formés en culture. 


Récemment, Cohen-Bazire, Cohen et Prévot [24], ainsi que 
Saissac, Raynaud et Cohen [24] ont montré, que dans les cultures 
sur bouillon de viande non glucosé, Cl. sporogenes, Cl. valeria- 
nicum et Cl. caproitcum forment les acides volatils suivants : acé- 
lique, iso-butyrique et iso-valérianique. 

Dans les mémes milicux, mais glucosés 4 2 p. 100, il se forme 
uniquement les acides acélique et butyrique. Dans le premier cas, 
les acides volatils se forment aux dépens des acides aminés, 
landis que dans le second, A partir du sucre. Ce fait parait étre 
un phénoméne @énéral éhez les bactéries de ce groupe. 


AxiROBIOSE. 


Aubel, Rosenberg et de Chezelles [5] ont montré que Cl. spo- 
rogéenes ‘désiitnine alanine & lair. Rosenberg «et Nisman [25] ont 
montré que les suspénsions de celte hactérie consomment de _ 
loxygene en présence ‘d’acide aminé, elles possedént done une 
l-amino-acide oxydase, 
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My Bairstest ‘suspensions ide’ Gl. spbraweras: dégradent un brand 
1ombred’acides aminés qui, normalement, ne sont pas attaqués 
individuellement en anaérobiose, Ces auteurs ont réussi a montrer 
‘qu’en présence -d’oxygéne il y a formation “ acides g-cétoniques 
a peuvent ou non étre dégradés. Ainsi, 4 partir d’alanine ‘et 
de sérine, on n’arrive pas a isoler le py ‘rasta: formé ear celui-ci 
rest désradé: trés rapidement a Veir. Par contre, on arrive a isoler 
les -acides -a-céloniques correspondant aux acides aminés sui- 
vants : valine, phénylalanine, leucine, iso-leucine et méthionine. 
es auteurs © -pensent - a une ‘possible formation d’eau oxygénée 
*a Pair et suggérent que l’effet inhibiteur de ’oxygéne sur la crois- 
sance des snaerobies pourrait s’expliquer par la formation des 
produits qui doivent étre toxiques pour la croissance de’ ces der- 
_ niers. ‘Les Hamino-acide-oxydases ne fonctionnent pas dans les 
- conditions physiologiques normales de croissance. Le fait qu’elles 
existent chez des -anaérobies est assez important ‘du ‘point de 
—-vue phylogénétique. Des enzymes pareils existent également chez 
les bactéries suivantes: Cl. histolyticum, Cl. aerofectiduim et 
Cl. mitelmani. 


Discussion. 


Les bactéries que nous avons étudiées ici préséentent- maints 
‘points commtins entre elles. On pourrait également rapprocher 
- de ce groupe les bactéries du -groupe Cl. botulinum qui ont été 

étudiées par Clifton. [26]. Ces derniéres présentent une analogie 
_ parfaite du point de vue métabolisme -amino-acide avec ceux ‘du 
_ groupe Cl. sporogenes. La classification de Prévot [4] est ici en 
_ accord ‘avec les caractéres biochimiques de ces espéces. 


ResuME. 


- 1° Les désaminases ‘du groupe sporogenes ont été étudiées. 
Les acides aminés ‘le plus souvént attaqués sont : la dl-sérine, 
d-arginine, dl-méthionine, dl-thréonine, la L-cystéine et parfois 
Vornithine. 
2° Toutes ces bactéries donnent la réaction de Stickland. 
3° Les désaminases de Cl. sporogenes et Cl. ene, lorsque 
ces bactéries ont poussé sur ‘milieu ‘glucosé a 2,5 p. 100, ne 
présentent pas un ‘taux d’inhibition de “Vordre de celui rapporté 
_ par Gale et al. avec:E. coli. 
4° Le glucose présent dans le milieu réactionnel inhibe. les 
enzymes de la réaction de Stickland des anaérobies suivants : 
Cl. mitelmani, Cl. histolyticum, Cl. aerofetidum et Cl. carnofce- 
tidum. 
5° Par la chromatographie sur papier filtre, les auteurs ont 
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montré que la dégradation de l’arginine avec les suspensions de 
Cl. sporogenes et. Cl. mitelmani donne naissance aux Corps Sul- 
vants : avec Cl. sporogenes il se forme*un acide aminé dont le Rf 
correspond a la proline, avee Cl. mitelmani il se forme en plus 
ornithine, qu’on arrive a intercepter, car elle n’est que trés 
faiblement touchée par les suspensions de ce germe. 
6° Les suspensions de Cl. sporogenes donnent naissance & parlir 
de la méthionine et en présence d’arsénite de Na, a lacide ~ 
a-cétonique correspondant. ; 

7° Les suspensions des espéces suivantes possédent toutes des 
Lamino-acide oxydases : Cl. histolyticum, Cl. mitelmani et 
Cl. aerofetidum. ae en 

8° Les analogies mises en évidence chez toutes ces espéces ainsi 
qu’avee les bactéries du groupe de Cl. botulinum justifient donc | 
leur classification dans un seul groupe biochimique. 

Nous remercions trés sincérement le D™ A.-R. Prévot, chef du. 
Service des Anaérobies, pour les souches mises & notre dispo- 
sition. 
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ACTION DES ANTIBIOTIQUES: 
SUR LE METABOLISME PROTIDIQUE 
CHEZ LES BACTERIES 


1. — RECHERCHES SUR LE CATABOLISME DES PROTEINES 
ET DES PEPTIDES 


par F. GROS, M. MACHEBOEUF et Pauterte LACAILLE, 


Au cours de travaux antérieurs [4, 2, 3, 4], nous avons examiné 
laction des antibiotiques sur le métabolisme des combinaisons | 
phosphoriques. Nous avons pu montrer gue cerlaines élapes du 
catabolisme des acides nutléiques constituaient le point central de 
l’action antibiotique de la pénicilline et de la streptomycine, tandis 
que le mode d’action de la tyrothricine était lié directement au 
métabolisme phosphoglucidique. 

On sail, en particulier, que le métabolisme onan qui accom- 
pagne le développement microbien met en jeu-des réactions com- 
plexes de transamination, d’oxydo-réduction et de phosphorylation. 
L’emploi des cellules de bactéries anaérobies strictes du genre 
Clostridium, en suspensions non proliférantes, nous permit d’ob- 
tenir des renseignements sur certaines parties de ce probléme. - 
Le Clostridium sporogenes a un métabolisme protidique trés 
actif, i] dégrade intensément les protéines et peut utiliser, pour 
sa croissance, les amino-acides, sans avoir besoin de glucides. 
Il constilue un matériel] de choix pour l’étude systématique de 
l’action des antibioliques sur les phases principales du méla- 
bolisme protidique. 

Nous avons été servis, dans ces recherches, par les travaux 
préalables de notre Institut sur le métabolisme des Clostridia et, 

en particulier, sur leurs réactions d’amination et de désamina- 
lion [5, 6, 7, 8]. 

Dans le présent travail, nous avons done envisagé l’action des 
antibiotiques sur le catabolisme des protides, en nous adressant 
aux principaux types de protides : protéines, peptides, acides 
aminés ; ceci constitue la premiére partie de notre travail. 

Dans la seconde partie, qui fera |’objet d’un mémoire parti- 
culier (1), nous passerons en revue certaines réactions énergé- 


(1) Voir ces Annales. 


? 


. ~ ANTIBIOTIQUES ET METABOLISME. PROTIDIQUE A524 


“lis 
 damino-acides a partir d’acides cétoniques, ete. 
iS Action des antibiotiques sur les réactions 

_ du catabolisme protidique chez Clostridium sporogenes. 


__ Clostridium sporogenes est une des bactéries les plus protéo- 
_ lytiques que l’on connaisse (Metchnikoff [9], Hemig et Silber- 
schmidt [10], Vaucher et Guérin [44], etc.). Maschman a étudié le 
_ premier .le.mécanisme biochimique du catabolisme des protéines 
et des peptides [42]. rs = 


~trés nombreux travaux, parmi lesquels il faut citer, en particulier, 


_land -[45}, Woods [46], Bessey et King [47], Aubel [48], Ray- 
-naud [19], etc. es 

; : A. — ACTION DE,,LA\PENICILLINE. 

_ SUR_LES ACTIVITES PROTEASIQUES DU «.CLOSTRIDIUM »». 


- On sait que la pénicilline exerce une lyse marquée vis-a-vis. 
_ des bactéries~ proliférantes. Il, était donc intéressant de recher- . 
_ cher si cette propriété pouvait étre rattachée a une ..modification , 


- de lactivité protéolytique de la bactérie sensible. 
~ Nous nous sommes adressés, pour ces recherches, soit. aux 
_ protéases présentes dans les filtrats de culture du Clostridium, 


de ces filtrats suivant le procédé de Maschman [42]. 


I. — Expériences. réalisées avec des filtrats de cultures 
dgées de six heures sur bouillon VF non glucosé. 


Tecunioue. — Le filtrat de culture est mis en présence de pro- 


libérés par l’hydrolyse. Pour cela, on utilise la technique de 
Foreman. [20].. Dans. le tableau ci-aprés, les.résultatsobtenus 
“aprés vingt heures sont donnés en millilitres. de. KOH N/100 
“pour 10 ml. de mélange contenant 1 ml. de filtrat stérile. L’expé- 
rience eut lieu en tube ouvert (suivant la technique de Maschman) 
en présence de toluéne, a 
Le pH, au début de lexpérience, était 7,0, et il se maintint a 
cette valeur sans que nous ayons introduit de tampon. Les pro- 
téines.. étudiées : ovalbumine . cristallisée. et peptone, Vaillant, 
-furent. utilisées a la concentration initiale de 4 p. 100. 


ues-mises.en.ceuvre par Clostridium sporogenes pour métabo-. 
er les_protides : oxydo-réduction. entre amino-acides, synthése , 


Le métabolisme des amino-acides a fait également l’objet de— 


ceux de Fildes et Richardson [43], Knight et Fildes. [14], Stick- 


soit a la préparation purifiée qu’il est. possible d’obtenir.a.partir. 


; téines A la température de 40° C. On suit I’hydrolyse protéique en , 
titrant. aprés un _,certain temps. les. carboxyles . d’amino-acides - 
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MILLILITRES DE KOH N/100 (r&MoINS DEDUITS) 


SUBSTRATS 


Sans pénicilline (4000 Maal} 


Ovalbumine 8,5 
Peptone : » 45 


II. — Expériences accomplies avec une préparation protéasique 
purifiée isolée d'un filtrat de culture. 


Le filtrat de culture de Clostridium fut traité, selon Masch- 
man [42], au moyen de sulfate d’ammonium puis d’alcool méthy- 
lique afin d’oblenir une préparation enzymatique débarrassée 
d’effecteurs éventuels. La purification de la protéase fut poussée 
aussi loin que le permet la technique de Maschman. Dans cette 
expérience, les conditions furent les mémes que dans l’expérience 
précédente ; la préparation protéasique purifiée fut dissoute dans 
de ’eau A raison de 200 ml. pour Ja quantilé d’enzyme extraite 
de 2 litres de filtrat de culture. Les protéines utilisées furent : 
1° gélaline (trés purifiée, dite iso-électrique, qui nous fut aima- 
blement donnée par M. Abribat, chef du laboratoire Kodak,. a 
Vincennes) ; 2° Peptone Vaillant. Les résultats du tableau corres- | 
pondent a 10 ml. de mélange contenant 0,5 ml. de la préparation 
enzymatique. 


MILLILITRES DE KOH N/100 (réMoINS DEDUITS) 


SUBSTRATS 


Sans pénicilline (000 Tr Oyink) 


Gélatine 2p. 400.. Jk. : 3 
Peptone 4p.100..... 1250 


La pénicilline, méme a hautes doses, n’a donc pas d’action sur 
les protéases des filtrats de Clostridium. : 


B. — AcTION DES ANTIBIOTIQUES SUR L’ACTIVITE PEPTIDASIQUE 
DE « CLOSTRIDIUM SPOROGENES ). 


On a pu mettre en évidence, dans les filtrats de Clostridium 
sporogenes, une dipeplidase et une carboxypolypeplidase dont les 
acuvilés sont tres grandes en présence du couple cystéine-fer, 
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mais pratiquement nulles en l’absence de ce couple activateur. Les 
filtrats présentent, d’autre part, une activité aminopolypeptida- 
sique déja nette en l’absence de tout effecteur, mais plus grande 
en présence du couple cystéine-fer. Bien que le mécanisme de 
cette activation soit encore obscur, on trouve dans ces faits un 


magnifique exemple de rapport entre un processus métabolique 


et l'utilisation des groupements sulfhydryles. Ce fait n’est pas 
particulier au genre Clostridium, mais se retrouve également pour 
certaines peptidases bactériennes et animales (Maschman). Or, 
Cavallito [24] et ses collaborateurs ont montré que les antibio- 
tiques, pénicilline et streptomycine, présentent une réactivité chi- 
mique irés grande avec les groupements thiolés de la cystéine ou 
de certains peptides renfermant de la cystéine (cystényl-glycine, 
glutathion, etc.). 

L’étude de |’influence des antibiotiques sur les activités pep- 


tidasiques du Clostridium présente done un double intérét : 


1° Elle montre comment évolue le catabolisme de la liaison pep- 
tidique en présence d’antibiotique. 
2° Elle fournit un exemple de compétition possible entre les 
antibiotiques et utilisation des groupements sulfhydrylés dans 
un processus biochimique déterminé. 

Les recherches de ce type ont été effectuées en utilisant, soit des 


-filtrats stériles de cultures de Clostridium, soit des suspensions 


de bactéries non proliférantes, vivantes ou tuées par le toluéne. 
Nous avons, en effet, constaté que la technique d’utilisation des 
bactéries 4 |’état non proliférant (resting bacteria) permet d’obte- 
nir, dans le cas de Clostridium sporogenes, un systéme pepti- 
dasique d’une activité considérable, plus grande que celle des 
filtrats de culture eux-mémes (résultats inédits). I] existe donc 


chez Clostridium sporogenes des endopeptidases trés puissantes 


dont la sensibilité aux divers effecteurs de la peptidolyse est, en 
gros, similaire 4 celle des exopeptidases dans les filtrats. 


I. — Action des antibiotiques sur lactivité peptidasique 
des filtrats de « Clostridium ». 


Nous prendrons comme exemple l’hydrolyse de la J-leucyldi- 
glycine par les filtrats de Clostridium sporogenes. 

Le protocole de nos expériences est résumé dans le tableau 
ci-contre : 

On constate qu’aprés vingt heures d’incubation, l’hydrolyse du 
tripeptide a atteint le méme degré en présence d’antibiotiques et 
dans les conditions normales. Il n’y a donc pas d’inhibition sous 
linfluence des antibiotiques de l’activité aminopolypeptidasique 
du Clostridium. 

Toutefois, l’utilisation des filtrats de culture comme source de 


2 peptidases, entraine la nécessité d’une longue durée d’incubation 
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Action des antibiotiques sur l'activité aminopolypeptidasique ~ 
des filtrats de culture. : 


MILLILITRES DE KOH N/400 
pour 5 millilitres de mélange 


SUBSTRATS 


& 


Pénicilline 
Streptomycine 
1.000 U. O./ml 

Tyrothricine 
500 U. O./ml. 


l— leucyldiglycine M/25 . . 

1 — leucyldiglycine M/25 + cys- 
téine M/250 

Leucyldiglycine M/25 + cysltéine 
M/250 + Fer M/500 


to 

oi = wo 
1 ~i 
ow oe 

ro 

w oa wo 
to ~ 
o o 


(vingt heures) pour obtenir une hydrolyse notable. Comme Ia péni- 
cilline n’est pas parfaitement stable dans les conditions de l’expé- 
rience, pendant aussi longtemps, une cause d’erreur pouvait en 
résulter. Mais par l’emploi de bactéries lavées et tuées par le 
toluéne (2) on obtient des hydrolyses trés importantes de peptides 
évoluant en quatre heures seulement. Nous avons done repris nos 
essais sur les antibiotiques en utilisant des suspensions de bac- 
téries Javées comme source enzymatique. 


II. — Action des antibiotiques sur les endopeptidases 
du « Clostridium ». 


Nous utilisons comme peptides : la d-glycylglycine et la 
l-leucyldiglycine. 
D’autre part, des suspensions de Clostridium sont constituées 


4 partir de germes provenant d'une culture de quatorze heures — 


sur bouillon VF glucosé, puis lavés une fois 4 l’eau physiologique 
bouillie. Chaque ml. d’émulsion microbienne renferme environ 
30 mg. de bactéries (poids sec). , 

0,5 ml. de suspension microbienne sont mis en présence d’1 ml. 
d’une solution de peptide M/5. On ajoute, suivant les cas, divers 
effecteurs et un tampon phosphaté dont le pH correspond cha- 
que fois A l’optimum (7,8 pour la glycylglycine, 7,2 pour la leu- 


cyldiglycine). Les volumes sont amenés partout & 6 ml. On | 


ajoute 0,1 ml. de toluéne et les tubes renfermant ces mélan 
sont scellés sous vide, puis placés dans un thermostat a 40° C. 
pendant quatre heures (agitations fréquentes). Des témoins sont 


(2) Les résultats sont les mémes avec des suspensions de bactéries | 


vivantes non proliférantes, 


s 


ANTIBIOTIQUES ET METABOLISME PROTIDIQUE 325 


_ constitués avec seulement les suspensions microbiennes, en pré- 
sence d’effecteurs ou d’antibiotiques. A la fin de l’incubation, le 
- contenu des tubes est centrifugé A basse température pour éli- 
“miner les résidus microbiens et les dosages effectués sur une 
partie aliquote du liquide surnageant. 

Les résultats de quelques expériences de ce type sont rappor- 
 tés dans les tableaux suivants : 


a) Action des antibiotiques 
sur les paeeusakes des corps microbiens. 


EXPERIENCE I, 


~ MILLILITeES KOH N/100 
(témoin déduit) 
pour 6 millilitres de mélange. 
Incnbati n 4 heures a 40° G 
‘(anaérobiose stricte), toluéne 


Taux d'hydrolyse 
: p- 100 


Suspensions + glycylglycine + cystéine + fer. . 8,6 43 
Suspeusions + glycylglycine + cystéine + fer 

+ pénicilline 1 606-8 Of7mils .-: 20 400 
Suspensions + -lycylglycine + cystéine ! fer 

+ streptomycine 1.000 U.O./ml. . 44,7 73,5 


EXPERIENCE II, 


RESULTATS EN MILLILITRES 
de KOH N/100 ' our le volume total (5 ml.) 
(témoins déduits) 


Durée d'incubation 
CONTENU DES TUBES 


Taux 
yse 
p- 100 


4 heures 
Taux 
dhydrol 


dhydrolyse 
p- 10u 
20 heures 


: 0 0 

Suspensions + glycylglycine... - + +} 1d. témoin.) (Id. témoin. ) 
Suspensions + glycylglycine + cystéine 

M2502 os 
Sus ensions + “glycylglycine + cy-téine 

M/250 = fer M/500 
Sus: ensions + elycylglycine” Sah cystéine 

M 250-4 fer M/300 + pépicilline G 

4 000 U. O./ml.. 
Suspensions + glycylglycine + cystéine 

M/250 + fer M/500 + aap ape es 

4.000 U. O /ml. : : 
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b) Action des antibiotiques 
sur l’aminopolypeptidase des corps microbiens du Cl. 


KOH N/100 (rEMorINS DEDUITS) 


Taux d’hydrolyse 


———— 


Suspensions + leucyldiglycine a 40 
Suspensions + leucyldiglycine + pénicil- 


line 4.000 U. O./ml 
Suspensions + leucyldiglycine + strepto- 
mayeine 4.0000 sO) mil ee eee oe cane eee 
Suspensions + leucy.diglycine + cystéine 
f 


On voit que la pénicilline, et la streptomycine 4 moindre degré, ) 


augmentent considérablement la vitesse d’hydrolyse des dipep- 
tides en présence du couple cystéine-fer. Cependant Je taux final 
d’hydrolyse du dipeptide (aprés vingt heures) est le méme en 
présence d’antibiotique (pénicilline) et dans les conditions nor- 
males, il ne s’agit done que d’une accélération. 

La vitesse d’hydrolyse du tripeptide Lleucyldiglycine par 
l’aminopolypeptidase, en l’absence de tout effecteur est légé- 
rement accélérée par la pénicilline, n’est pas modifiée par la 


streplomycine. En présence du couple cystéine-fer, il n’y a pas | 
de modification notable dans l’intensité de l’hydrolyse. Ceci est | 


da, vraisemblablement au fait que le taux d’hydrolyse, dans 


ces conditions, est déja considérable ; hydrolyse est presque | 


compléte aprés quatre heures, elle ne peut dés lors pas subir 
d’activation appréciable. - 


La propriété dont jouissent les antibiotiques d’augmenter la _ 


vitesse d’hydrolyse des dipeptides par Clostridium sporogenes | 


nous semble liée a leur faculté de combinaisons avec la cystéine. 
Rappelons que d’aprés Pasyuski et Kastorskaya [22] la péni- 
cilline réagit avec la cystéine en subissant une réduction qui 
entraine l’ouverture du noyau 8 lactame : il se forme de 


Valdéhyde pénicilloique, ce corps se transformerait en acide 
pénicilloique susceptible de former un composé d’addition avec 


la cystéine, par l’intermédiaire du groupement aminé, laissant 
libre le groupe SH. 

La streptomycine donne également un composé d’addition avec 
la cystéine, par lintermédiaire du groupement carbonyle du 
streptose. I] est possible qu’une de ces combinaisons des antibio- 
tiques avec la cystéine constitue avec le fer un couple d’effec- 
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: s 
; : VA 
R — CONH — CH — CH > = (CH), 
d : | +2R—SH 
CO —N CH — CO,Na 
Pénicilline. Cystéine. 
S 
—> R — CONH — CH —— oft C = (CHs)q 
| 
C=O NH—CH 
~ 
4 H CO,.Na 
a +R—S—S—R 
< S 
ee em 
a CONH — CH — e C = (CH), SH — CH, — CH — CO,H 
+ 
CO,H = NH—CH—CO,Na NH 
Acide pénicilloique. Cystéine. 


S 
ZEN 
—» R — CONH — CH CA: C=(CH,), 
| | | 
CO -< w NH — CH—CO,Na 
SH — CH, — CH — CO,H 


_ teurs plus actif que le couple cystéine-fer. Quoi qu’il en soit, si 
le mécanisme de cette activation demeure encore obscur, son 
g existence confirme l’hypothése de Cavallito selon laquelle les 
-antibiotiques, a cause de leur réactivité avec les groupements 
thiolés retentissent sur le métabolisme bactérien. Mais notons que 
les antibiotiques n’ont ici qu’une action favorisante que l’on 
pourrait difficilement invoquer comme principe de leur action 
-antimicrobienne. I] ne s’agit ici que d’une action chimique 
banale de l’antibiotique avec la cystéine. 

Il est possible, toutefois, que les interactions du genre de 
eles que nous avons mises en lumiére, se retrouvent au cours 
des processus de synthése des protéines, car on connait |’impor- 
tance de la cystéine comme acide aminé indispensable a la crois- 
i sance de la plupart des bactéries [23]. 


a a 


RESUME. 


_ L’activité protéolytique de Clostridium sporogenes, n'est pas 
- modifiée par la pénicilline. Pénicilline et streptomycine augmen- 
tent la vitesse d’hydrolyse des dipeptides par des suspensions du 
“microbe tué par le toluéne, sans influer notablement sur leur 
activité aminopolypeptidasique. 

- L’activation des dipeptidases microbiennes par les antibio- 
tiques semble découler ue leur interaction avec les. groupe- 
ments SH. 


~ [20] 
[24] 


{22] Pasyusxr et KasrorsKkaya. Biokhimyia, 1947, 42, 465. 
[23] Barron et Sincer. J. biol. Chem., 1945, 457, 221. 


‘Bessry et Kine. J. Inf. Dis., 1948, 54, 123. 
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CONTRIBUTION A L’ETUDE 
DES MELANGES D’ALCALOIDES DU QUINQUINA 


par P. BARANGER et M. K. FILER. 


(Laboratoire de l’Ecole Polytechnique, 
Paris et Finedon-Northants.) 


INTRODUCTION. 


Dans un précédent article [4], P. Baranger et P. E. Thomas 
ont suggéré l’existence d’une action synergistique entre les diffé- 
rents alcaloides du quinquina. De nouvelles expériences ont été 
faites depuis lors, afin d’éclaircir cette question et la présente 
note apporte les résultats obtenus a ce jour dans cette étude. 

Lorsqu’on mesure l’activité thérapeutique des mélanges totaux 
d’alcaloides sur P. relictum et P. gallinaceum par les techniques 
classiques de laboratoire et qu’on compare les résultats a ceux 
obtenus avec la quinine seule, on observe, a partir d’une certaine 
dose, que les mélanges possédent une action soit du méme ordre, 
soit nettement supérieure a celle de la quinine. 

Ceci apparait dans les tableaux ci-dessous qui rassemblent la 


. moyenne des résultats obtenus dans des expériences antérieures 


avec la quinine et avec les mélanges d’alcaloides totaux. 


Action sur P. relictum a la dose de 3,5 mg. 6. 
(technique de Baranger, Thomas et Filer) [1]. 


VALEUR 

stérilisante © 
IeTEENO 5 (DASE) pyectr case es ah.c yo) x nal o entey Map hannee eu ar east ee * 5,6 
Alealoides totaux. C. succtrubra (Madagascar). ....... 4,7 
Alcaloides totaux. C. ledegeriana (Madagascar) ....... 8,4 
Alcaloides totaux. C. officinalis (Madagascar) ........ 3,25 


On voit que, dans tous les cas, au-dessus d’une certaine dose, 
les mélanges totaux se montrent réguliérement supérieurs a la 
quinine seule. 

Ceci suggére |’existence d’une. synergie entre les différents 
alcaloides. Le point d’attaque de certains d’entre eux sur le cycle 
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Action sur P. relictum (technique de Roehl) (2). 


DOSES 


2 Semen 0 3,5 mg. x 6 5 mg. * 6 


Délais dapparilion des parasites. 


Quinine (base) 9,4 AK 
Alcaloides totaux. C. succirubra 

(Cameroun) 1,4 15,20 
Alcaloides totaux. C. ledegeriana 

(Cameroun) 40,20 
A caloides totaux. C. suecirubra 

(Congo belge) 


Action sur P. gallinaceum (technique de Curd, Davey et Rose) (2). 


0,75 mg. & 7 1 me. x7 


Hématies parasilées pour 500. 


Quinine (base) 

Alcalvides totaux. C. succirubra ( 
gascar) 

Alcaloides totaux. C. ledgeriana (Mada- 


évoluuf du parasite pourrait en effet différer et l’action synergis- 
tique se manifester dés qu’on dépasse un certain seuil (1). 

Ces fails expérimentaux seraient une nouvelle indication de 
lexcellence thérapeutique des alcaloides totaux, déja démontrée 


(1) Les faits rapportés récemment dans Survey of antimalarial 
Drugs [5], pp. 200 a 208, et oblenus par Ja « New-York Unit » montrent, 
sur le cas particulier de la cinchonine, que cet alcaloide posséde, dans 
la malaria humaine, P. vivaz, un mode d’action tres spécial, puisque 
les concentrations actives dans le plasma sont beaucoup plus faibles 
que celles des autres alcaloides, soit : 

Concentrations minima dans le plasma, produisant ]’effet III : 


Quinine. in DMs sna sey alia Sh WRG Tey ae aR 5 mg. /litre. 
Quinidine; MOO Rete eee es eS ip ey ae 1 mg./litre. 
Cinchonine 


NUM ra att Tt tits cca RL Ad be 0,1 mg./lilre. 
Een TO Nara furs Sher ee Se 3 mg./litre. 


» 
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par de nombreux travaux dans le monde entier depuis. vingt- 
emq ans. (Cf. la bibliographie sur ce sujet dans l'article déja 


— eité [2)). 


ll y a intérét a analyser l’origine de ces effets synergistiques. 
Une telle connaissance pourrait influer sur la thérapeutique de la 
malaria et sur la sélection des Cinchonas. 

L’examen de ce probléme a été entrepris indépendamment de 
nous par A. Th. Knoppers et C. Th. Nieuwennuije [3]. Ces auteurs, 
qui appartiennent au « Pharmacological laboratory of the Comb. 
N. V™ Amsterdamsche Bandoensche en Nederlandsche Kinin- 
fabriek », s’appuient sur leurs résultats pour conclure que la qui- 
nine est le meilleur alcaloide antipaludique, et que les alcaloides 


_ totaux n’ont aucune chance d’étre supérieurs 4 la quinine dans la 


malaria humaine. 

Knoppers et Nieuwennuije ne semblent pas apporter de preuve 
expérimentale directe 4 l’appui de cette affirmation qui serait 
déduite des résultats obtenus sur P. relictum avec les mélanges 
d’alcaloides principaux. Les mélanges totaux n’ont pas été pra- 
tiquement examinés par Knoppers et Nieuwennuije, sauf un échan- 
fillon non défini et désigné par « trade alkaloids » qui représente 
sans doute un totaquina commercial qui a fait lobjet de deux 
expériences sur 5 canaris aux doses de 1 mg. et 1,5 mg., produi- 
sant des délais d’apparition des parasites (technique de Roehl) 
de quatre a six jours. 

En général, les doses utilisées par les auteurs précités sont 
inférieures ou égales 4 1 mg., administrées six fois sur canaris 
infectés avec P. relictum. ; ; 

Nous ne pensons pas que ces doses soient suffisantes pour 
faire apparaitre toutes les différences d’action entre les produits. 
Les tableaux ci-dessus montrent, en effet, que le classement des 
activités thérapeutiques varie largement avec la posologie. 

Cette possibilité est mentionnée par E. K. Marshall dans Survey 
of antimalarial Drugs [5], p. 68. 

Si on se référe aux définitions couramment employées dans la 
standardisation et la comparaison des remédes (Cf. Knoppers et 
Nieuwennuije [loc. cit.], et Survey of antimalarial Drugs, p. 62), 
cela revient a dire que |’ « équivalent de quinine » d’un produit 
varie selon la réponse thérapeutique considérée. 

On peut, pour un classement conventionnel, choisir par exemple 
comme terme du rapport, la dose de quinine produisant un 
minimum net de réponse (« minimum effective dose » des améri- 
cains), mais on ne peut aussi choisir toute autre dose, par exemple 
Ja « dose critique » telle qu’elle est envisagée par F. H. S. Curd, 
D. G. Davey et F. L. Rose [6]. 

C’est la dose « which accomplishes pratically everything the 
drug is capable of ». 
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Cette « dose critique » est, selon nous, plus significative que la 
dose minimum active. En tout état de cause, il nous a paru inté- 
ressant de comparer les activités thérapeutiques pour des doses 
comprises entre ces deux extrémes et assez loin des doses toxiques. 

Knoppers et Nieuwennuije déclarent que les doses supérieures 
4 1 mg. sont toxiques pour le canari. Nous n’avons pas observé 
une telle toxicité. Des doses de 3,5 mg. et 5 mg. sont trés bien 
supportées par voie buccale [4, 2]. Peut-étre faut-il attribuer les 
résultats de Knoppers et Nieuwennuije a ce qu’ils administrent 
les produits par voie intramusculaire. 


PARTIE EXPERIMENTALE. 


Les expériences qui sont rapportées ci-aprés portent sur l’action 
des 4 alcaloides : quinine, quinidine, cinchonine et cinchonidine, 
employés deux par deux, dans des proportions se rapprochant de 
celles rencontrées dans les mélanges naturels, soit 1/2 ou 1/3. 
Cette action est mesurée sur les formes érythrocytiques de P. 
relictum et P. gallinaceum, dans des infections expérimentales 
obtenues par injection de sang parasité. Ces résullats ne rensei- 
gnent pas sur l’action des mélanges de plus de 2 alcaloides, ni 
sur ]’action dans une infection transmise par le mouslique, ni 
sur l’action sur d’autres plasmodes. Les techniques employées 
ici sont celles déja décrites par P. Baranger, P. Thomas et 
M. K. Filer (loc. cit.). Les alcaloides sont employés a l’élat de 
base (2). 


Action sur « P. relictum », 


Le tableau ci-aprés- donne les valeurs stérilisantes pour chaque 
produit pur et pour chaque mélange pour des doses de 
3 mg. 5x7. Nous rappelons que cette valeur est la moyenne des 
jours sans parasites dans le sang périphérique (Cf. dans un précé- 
dent article [2] la description exacte de la technique), Le nombre 
d’oiseaux ulilisé est indiqué par un indice placé entre parenthéses 


(2) Nous avons observé que si on administre les alcaloides en solu- 
tion (CIH dilué), l’activité thérapeutique est trés nettement diminuée. 


Exemple : sur P. gallinaceum,-1 mg. de cinchonine donne, le 


cinquiéme jour, 148 parasites (administrée en solution) et 68 (sous 
forme de base insoluble). La quinidine en donne 102 contre 50, la 
cinchonidine 86 contre 27, etc. 

Noter que dans les expériences de Knoppers ect Nieuwennuije les 
produits sont administrés sous forme soluble et par voie intramus- 
culaire. Ce procédé risque de ne pas assurer une concentration suffi- 
sante et permanente dans Je plasma ou d’introduire un classement 
des activités différent de celui obtenu par voie buccale, (Cf. Ce qui a 
été dit pour la concentration de la cinchonine dans le ‘plasma.) 
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x 


dans chaque case, 4 cdlé de la moyenne des valeurs stérilisantes 
_ pour chaque lot d’oiseaux soumis A l’expérience. 


Action sur r P, relictum. Valeurs stérilisantes 
pour des doses de 3,5 mg. X 7. 


QUININE CINCHONINE CINCHONIDINE QUINIDINE 
1 partie 1 partie 1 partie 1 partie 


— ef 


Quinine, 
4 partie. 8, 7810) 5,85(7) 6, 5c) 


—$<$_§__| 
‘ ———— 
SSS ee Sa 


3 parties. 8,93) 8, 6a) 9,377) 


Quinine, | 


Cinchonine, 


4 partie. 7,32(s) 


-Cinchonine, 


3 parties. 6,44) 


Cinchonidine, 
1 partie. 6, Ac10) 


Cinchonidine, 


3 parties. 13,304) 


Quinidine, 
1 parie. 


T, 72¢9) 


L’examen de ce tableau montre que les 4 alcaloides possédent 
dans les conditions expérimentales choisies, une activité du méme 
ordre sur P. relictum. 

_L’existence d’une synergie entre Ja cinchonidine et la caida 
ne parait pas impossible, étant donné l’action supérieure du 
mélange de ces deux alcaloides par rapport aux autres prépa- 
rations, soit 13,3 contre 8,78, 7,78 et 6,1 pour les alcaloides purs. 


Action sur « P. gallinaceum ». 


Les tableaux suivants donnent les résultats des expériences 
pour des doses de 0,75 mg. x 7 et de 1 mg. x 7. 

On a reproduit seulement les moyennes, pour chaque lot 
d’oiseaux, du nombre d’hématies parasitées (pour 500 hématies). 
Le nombre de poulets dans chaque lot est indiqué par un indice 
entre parenthéses. Exemple : Quinine 25 (25), signifie que sur 
25 oiseaux traités par des doses de 1 mg. de guinine,; la moyenne 
des hématies parasitées par 500 hématies est de 25. Cette 


334 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


expérimentation a porté, non seulement sur les alcaloides 
purs, pris isolément ou deux par deux, mais sur des mélanges 
totaux provenant soit d’écorces de Madagascar, soit du Cameroun. 
Dans ce dernier cas, nous avons employé, soit des alcaloides 


Action sur P, gallinaceum. Doses 0 mg. 75 x 7. 
~. Nombre d’hématies parasitées sur 500 (2). 


QUININE 
QUINIDINE 
CINCHONINE 
CINCHONIDINE 
ALCALOIDES TOTAUX 
C. succirubra 
ALCALOIDES TOTAUX 
C. ledgeriana 


Quinine, 
4 partie. 


Quinine, 
3 parties. 5942) 


Quinidine, , 
4 partie. 45(6) 


Quinidine, 
3 parties. 


Cinchonine, 
1 partie. 


Cinochonine, 
3 parties. 


Cinchonidine, 
4 partie. 


Cinchonidine, 
3 parties. 


Alcaloides totaux, 
C. succirubra (4), 
(Cameroun). Bits) 
Alcaloides totaux, 
C. ledgeriana. 26 
(Cameroun), pic 


Les mélanges d’alcaloides sont adminisirés sous forme d'une boulette uni 


‘ t de : 6 d'un ° ue. (Il ost 
oe lead que la proportion des preduits pura no varie légérement d'une boulette A 


(1) Alcaloides préparés a chaud par extraction au Sohxlet, 
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Action sur P, gallinaceum. Doses 4 mg. X 7. 
Nombre dhématies parasitées sur 500 [2]. 


QUINIDINE 
1 partie 
CINCHONINE 
1 partie 
CINCHONIDINE 
1 partie 
ALCALOIDES TOTAUX 
C. succirubra 
ALCALOIDES TOTAUX 
C. succirubra 
quinine 
ALCALOIDES TOTAUX 
C. ledgeriana 
ALCALOIDES TOTAUX 
C. ledgeriana 
quinine 


Quinine, 
4 partie. 


Quinine, 
3 parties. 


Quinidine, 
1 partie. 


Quinidine, 
3 parties. 


Cinchonine, 


4 partie. 6813) |] 269 


Cinchonine, 
3 parties. 


Cinchonidine, 


4 partie. 269) || 2718) 


Cinchonidine, 
3 parties. 


Alcaloides totaux, 
C. succirubra (1). 
(Cameroun). 


Alcaloides totaux, 
C. ledgeriana (4). 
(Cameroun). 


Alcaloides totaux, 


C. succirubra (41) 
moins quinine. 


Alcaloides totaux, 
C. ledgeriana (1) 615) 
moins quinine. 


Les mélanges d’alcaloides sont administrés sous forme de deux boulettes contenant 
les doses exactes de chacun d’eux. 
(1) Alcaloydes préparés a froid. 


i oa ei i | 
: : ee eet > gE 
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totaux purs extrails par la méthode classique (Sohxlet et trichlo- 
réthyléne sur un mélange d’écorce pulvérisée et de chaux), soit 
par des alcaloides totaux extraits 4 froid par des macérations 
aqueuses acides. Les uns et les autres sont purs 4 99 p. 100. 

Afin d’examiner V’influence de la quinine sur l’activité des 
mélanges, deux échantillons d’alcaloides totaux ont été privés 
d’environ 75 A 80 p. 100 de leur quinine par neutralisation a froid 
de leur solution sulfurique diluée, jusqu’A pH = 6,4 par NaOH. 

L’examen des deux tableaux précédents montre que le classe- 
ment des activités thérapeutiques varie nettement lorsque les doses 
augmentent. 

Aux doses de 0,75 x 7 rien ne parait indiquer ]’existence d’une 
synergie entre les alcaloides principaux. L’aclion des mélanges 
totaux est du méme ordre que celle des alcaloides pris isolément 
ou deux par deux. Toutefois, on voit que les extraits totaux de 
C. ledgeriana seraient nettement supérieurs & l'un quelconque 
des autres produits. Les expériences antérieures rappelées plus 
haut nous ont déja mis en face d’observations analogues pour 
certains extraits totaux, comparés a Ja quinine. 

Ce genre d’observation incline a admettre |’existence possible 
d’un heureux dosage des mélanges naturels, pouvant manifester 
une sorte d’effet synergistique, 4 moins que l’action des traces 
d’alcaloides mineurs, ou celle des alcaloides incristallisables (8) 
n’introduise une action nouvelle favorable. 

Lorsque Ja dose augmente et passe de 0,75 mg. x 741 mg.x 7, 
on voit apparaitre des différences plus nettes entre l’activité des 
différents mélanges. C’est ainsi que ]’introduction de cinchonidine 
ou de quinidine dans les mélanges provoque une exaltation nette 
de l’efficacité par rapport a celle de Pun ou de |’autre des cons- 
tituants pris isolément. 

On note, par exemple, l’action remarquable des mélanges sui- 
vants : 


Cinchonidine (1 partie) + quinine (4 partie)... . . . 5 parasites. 
Cinchonidine (3 parties) + quinidine (4 partie) . . . . 7 parasites. 
Quinidine (1 partie) + quinine (3 parties)... ...., 6 parasites. 


On notera également l’activité excellente des extraits totaux 
de Succirubra du Cameroun, qui s’avérent meilleurs que ceux de 
Ledgeriana. L’inverse avait été constaté pour les extraits d’écorces 
en provenance de Madagascar dans les expériences avec des doses 


(3) Une expérience limitée sur P. relictum nous a donné les résultats 
suivants, avec les alcaloides aniorphes de C. succirubra du Cameroun 
a . . . J 
associés ou non avec la quinine, a la dose totale de 3,5 mg. * 
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de 0,75 mg. Le dosage particulier de chaque écorce pourrait donc 
conduire a des réussites plus ou moins brillantes du point de vue 
thérapeutique. 

D’autre part, on doit remarquer que le fait d’enlever 75: a- 
80 p. 100 de la quinine des extraits totaux, n’influe pas sur I’ acti- 
vité thérapeutique ; cette observation peut étre mise en paralléle 
avec celles de Seeler, Busenbery et Malanga [4], d’aprés lesquelles 
des totaquinas contenant seulement 7 p. 100 de quinine sont aussi 
actifs sur P. lophure que des échantillons riches en quinine, 

Enfin, on notera que les activités respectives des 4 alcaloides 
principaux sont du méme ordre pour des doses comprises entre 
0,75 mg. et 1 mg. La cinchonine serait légérement inférieure 
dans les deux cas. _ 


CONCLUSION. 


L’action des alcaloides principaux du quinguina et de leurs 
mélanges binaires a été examinée sur la malaria expérimentale des 
oiseaux (P. relictum et P. gallinaceum). 

Cetle action a été comparée avec celle de différents extraits 
totaux. 

Dans les conditions expérimentales choisi¢s, les résultats obtenus 


-- confirment que |’action des extraits totaux purs est égale ou supé- 


rieure a celle de la quinine ou 4 celle des principaux alcaloides 
pris iso]ément. 

I] parait raisonnable d’ anole que certains mélanges d’alca- - 
loides, soit binaires, soit sous forme d’extraits totaux, réalisent des 
combinaisons plus actives que les alcaloides purs pris séparément. 

La proportion de quinine dans les extraits totaux ne parait pas 
étre le facteur déterminant de l’activité de ces mélanges. 

Avant de formuler une opinion ferme sur les actions synergis- 
tiques des composants de l’écorce de quinquina dans la malaria» 
aviaire, il est nécessaire de poursuivre les expériences sur les infec- 
tions transmises par le moustique. 

Cette expérimentation est en cours dans notre laboratoire. 
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NOUVELLE TECHNIQUE D'ETUDE DU VIRUS GRIPPAL 
PREMIERES APPLICATIONS PRATIQUES 


par R. PANTHIER, G. CATEIGNE et Cr. HANNOUN (’). 


(Institut Pasteur, Service de M. Dusarnic vE LA Rivikre.) 


Poursuivant nos recherches sur l’infection grippale provoquée, 
chez les animaux, par l’inoculation de virus dans les voiés 
aériennes, nous avons été amenés a étudier plus particuliérement 
les cellules d’un type spécial que nous avions, au cours de travaux 
antérieurs, trouvées dans les frottis de poumon [4]. Nous avons 
pu démontrer que ces cellules reflétent exactement l'état de déve- 
loppement du virus grippal chez les animaux inoculés. 

Nous décrirons d’abord la technique que nous avons utilisée 
pour ces recherches et discuterons les résultats obtenus ; puis 
nous étudierons les applications pratiques que nous avons déja 
pu réaliser, 

Le virus utilisé au cours de cette expérimentation est une souche 
de virus grippal A, PR8 (1) entretenue depuis un an par passages 
successifs, par vole allantoique, sur ceufs incubés. 


I. — Technique. 


Nous avons choisi la souris comme animal d’expérience, car cet 
_animal, de manipulation facile, de prix de revient peu élevé, est, 
parmi les animaux sensibles au virus grippal, celui que l’on 
peut se procurer le plus aisément. Aprés plusieurs essais, nous 
avons constaté que le meilleur moyen d’obtenir les cellules témoins 
de l’infection grippale est de pratiquer un lavage de l’arbre respi- 
ratoire entrainant dans ]’eau physiologique le maximum des cel- 
lules pouvant se détacher de l’épithélium et tomber dans la lumiére 
de la trachée, des bronches ou des bronchioles. 

La souris est fixée sur le dos, les pattes et le-nez sont épin- 
glés sur un liége et on a soin de ne pas trop tendre les pattes 
antérieures de l’animal. On incise la peau latéralement, de chaque 
célé, de l’extrémité antérieure de la machoire inférieure a la 
partie inférieure de l’abdomen. Les incisions sont flambées au bec 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, s6ance du 1 juillet 1948. 
(1) Nous remercions M. Lépine qui a bien vyoulu nous communiquer 
cette souche, 
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- Bunsen, puis la peau est rabattue d’avant en arriére. On détache 
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les glandes prétrachéales a l’aide de pinces fines et de ciseaux 
et on incise l’aponévrose prétrachéale. La trachée, facilement 
reconnaissable, apparait légérement tendue. Une seringue paraf- 


_finée de 1 cm* graduée au 1/20, pourvue d’une aiguille de 10/10, 


est chargée de 0,25 cm*® d’eau physiologique ; on pique la trachée 


et on la cathétérise aussi loin que possible. Le liquide est injecté 


avec précaulion, puis reliré doucement deux fois de suite; la 
quantité de liquide prélevée par cette manipulation est au moins 
de 0,20 cm*. On le répartit de la fagon suivante : une goutte est 


_ déposée sur une lame pour en faire l’examen microscopique aprés 
séchage et coloration, une autre goutte (0,05 cm’) sert A titrer le 
virus libre par la réaction de Hirst (technique modifiée [2]). Le 


reste du liquide est stocké aprés contréle de stérilité. 
L’hémo-agglutination donne des renseignements précis sur la 


teneur du liquide en virus libre. Tandis que le broyat de poumons, 


méme centrifugé, donne des résultats trés inconstants et se révéle 
en pratique inudilisable pour cette méthode, le liquide de lavage 
trachéal, de composition moins complexe, convient parfaitement 


pour titrer le virus par hémo-agglutination. Cependant, comme 


nous le verrons, les renseignements fournis sont trés incomplets 
et parfois trompeurs.. 
Le liquide de lavage trachéal déposé sur une lame est séché, 


- puis coloré sans fixation, en suivant la technique décrite par 


Macchiavello [3]. L’examen microscopique doit étre pratiqué avec 
un Microscope pourvu d’un grossissement d’au moins 1.000 X. 
A la lecture des lames, on observe le nombre et la nature des 
cellules, ainsi que leur structure interne. Le liquide provenant 


‘d'une souris normale ne présente que quelques rares cellules de 


revétement de |’épithélium respiratoire, trés larges et peu épaisses. 


‘Il en est tout autrement du liquide de lavage trachéal d’un animal 
qui réagit 4 l’inoculation intranasale ou trachéale de virus 


grippal. On retrouve presque exclusivement elt en quantilé consi- 
dérable les mémes cellules que nous avons décrites dans les 
frottis de poumons. 


« Ce sont des aspects qui semblent spécifiques de l’infection grip- 
pale, cellules criblées de vacuoles arrondies ou ovalaires, disposées assez 


4 _ régulitrement dans le protoplasme, cellules souvent déformées et par- 


a 
a 
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fois méme monstrueuses. Le protoplasme peut étre réduit 4 une simple 


 travée autour des vacuoles et le noyau, repoussé 4 la périphérie, est 
souvent vacuolaire, parfois méme dissocié. Chez le lapin, comme chez 


la souris, ces cellules sont d’autant plus abondantes et plus nettes 
que le poumon est plus virulent ; elles forment souvent des foyers 
entourés d’une couronne de polynucléaires. Si on laisse la maladie 
évoluer, on voit apparaitre, aprés quarante-huit heures, 4 |’intérieur, 


mais a la périphérie de la vacuole, de trés fins corpuscules que la 


méthode de Macchiavello colore en rouge rubis. Ces corpuscules, peu 


« f 
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nombreux au début (souvent 4 A 6 par vacuole), deviennent plus 
nombreux et plus gros & mesure que la maladie évolue ; ils ne sont 
plus localisés & la- vacuole, mais peuvent envahir le protoplasme cellu- 
laire. Ce sont sans doute ces corpuscules qu’ont décrit les auteurs 
japonais Tsurumi et Ogasawara, comme corpuscules élémentaires de 
la grippe. Il nous semble plutét que l’on se trouve en présence de 
figures répondant A la destruction du virus ; ces éléments n’apparais- 


Ty 


Fic. 4. — Frottis de poumon de lapin inoculé avec une dose massive de virus. 


Présence de nombreux corpuscules. Gross. : X 1.500. (Service photomicrogra- 
phique de l'Institut Pasteur.) 


sent, en effet, qu’ partir du moment ot le poumon a déjd perdu 
beaucoup de sa virulence [4]. 

Nous avions eu, dés cette époque, une confirmation formelle de la 
non-virulence de ces corpuscules. En effetsnous avons inoculé une 
quantilé trés massive de virus (les liquides allantoiques de 10 ceufs 
purifiés et concentrés par la méthode d’absorption, élution sur glo- 
bules rouges jusqu’au volume final de 10 cm*) a un lapin dont la 
résistance n’avait pas été abaissée. Nous avons sacrifié cet animal 
quarante-huit heures aprés l’inoculation. Les frottis de poumon mon- 
traient une trés grande quantité de corpuscules aussi bien dans les 
polynucléaires que dans les macrophages (fig. 1). Or ce poumon était 


totalement avirulent pour l’ceuf, ce que nous avons prouyé par passages 
a diverses dilutions. 
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__L’examen des cellules est facilité dans le liquide de lavage tra- 
chéal, par l’absence de sérosité génant la coloration et par 


labsence de traumalismes pouvant déformer Vaspect de ces 
cellules. 


Nous avons étudié ]’évolution des cellules au cours de l’infec- 
tion de l]’animal : 


a) Vingt-quatre heures aprés inoculation. 
Sur les préparations de liquide de lavage trachéal d’une souris 


iY 


Fic. 2. — Liquide de lavage trachéal de souris autopsiée vingt-quatre heures 
apres l’inoculation. Cellules trachéales normales. Gross. : X 2.000. (Service 
photomicrographique de l'Institut Pasteur.) 


sacrifiée vingt-quatre heures aprés inocylation de virus, on note 
seulement une réaction légére. Parmi des cellules trachéales nor- 
~ males, on voit un petit nombre de cellules de type grippal, par- 
_ fois quelques polynucléaires (fig. 2). 

-b) Quarante-huit heures aprés inoculation. 

; Par contre, quarante-huit heures aprés inoculation, ]’aspect est 
- tout a fait typique. La préparation est couverte d’une couche 
_ unicellulaire 4 peu prés continue (fig. 3). Les cellules, toutes du 
- méme type, sont identiques a celles décrites dans les frottis de 


1° Cas d’une dilution favorable au développement libre du virus. 


Bin 7 dome 
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poumons. On ne note habituellement aucun corpuscule dans les 
vacuoles et ces cellules sont accompagnées de polynucléaires 
encore peu nombreux. neater 

c) Soixante-douze heures aprés inoculation. 

Les cellules, A soixante-douze heures, sont modifiées dans leur 
taille et leur structure, Leur dimension est augmentée et la ou 
l’on ne voyait que des vacuoles optiquement vides, on voit appa- 


Fic, 3. = Liquide de lavage trachéal de souris autopsiée quarante-huit heures 
apres | inoculation. Aspect typique de cellules témoins dé l'infection grippale. 
Gross. : X 2.000. (Service photomicrographique de l'Institut Pasteur.) 


raitre une grande quantité de corpuscules a la limite de visibilité. 
Les noyaux, toujours fortement touchés, sont refoulés a la péri- 
phérie de la cellule. Ils sont habituellement vacuolaires, de plus 
ils semblent creusés par les vacuoles protoplasmiques, présentant 
ainsi. l’aspect d’un croissant dentelé. En méme temps, on nole 
une augmentation sensible du nombre des polynucléaires (fig. 4) 

d) Aprés soixante-douze heures. 

Aprés soixante-douze heures, ces cellules monstrucuses éclatent 
(fig. 6) et disparaissent peu a peu (fig. 5), alors que l’on voit réap- 
paraitre des cellules trachéales normales. 
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Bae Cas d’une dilution ou d’une concentration trop élevée de 
Vinoculat. 

~ a) Dilution trop grande. 

Les réactions précédentes sont affaiblies ou annulées. 

b) Concentration trop élevée. 

Si on a inoculé un animal avec un inoculat trop concentré en 
virus, quarante-huit heures aprés V’inoculation on trouve déja 


\ 


Fre. 4. — Liquide de lavage trachéal de souris autopsiée soixante-douze heures 


peut observer sur des préparations de liquides de lavage prélevés 
-soixante-douze heures aprés inoculation. 

3° Cas de la présence d’anticorps. 

Quand on a provoqué chez l’animal inoculé, une immunité 
passive ou active insuffisante pour inhiber totalement la culture 
- du virus, celui-ci peut étre cependant géné dans son développe- 

ment, ce qui se traduit par une accélération des réactions cellu- 
laires et Ja présence de plus nombreux polynucléaires. En effet, 
les préparations de liquide de lavage trachéal prélevé quarante- 


J aprés Linoculation. Nombreux corpuscules intracellulaires. Gross. : & 2.000. 
Bi (Service photomicrographique de l'Institut Pasteur.) 

des cellules bourrées de granulations semblables a celles que l’on 
: 
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huit heures aprés Vinoculation ressemblent alors a celles de 
liquide prélevé soixante-douze heures apres Yinoculation d'une 
souris témoin et on observe le méme décalage pour les liquides — 
prélevés le troisiéme jour. 


II. — Applications. 


La technique que nous venons de décrire est susceptible d’ap- 
plications pratiques. Nous donnerons seulement -une description 


Fic. 5. — Liquide de lavage trachéal de souris autopsiée le 4 jour aprés l'ino- 
culation. Une cellule éclatée, les autres cellules sont normales. Gross. : 
X 2.000. (Service photomicrographique de l'Institut Pasteur.) 


rapide de celles-ci, nous réservant de les développer ultérieure- 
ment. 


? 
1° L’INFECTION GRIPPALE EN FONCTION DE LA QUANTITE 
DE VIRUS INOCULEE. . 


=) Erupr THEORIQUE. — Nous avons utilisé un liquide allantoique 
infecté, récemment prélevé, dont le titre hémo-agglutinant était 
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de 1/1.280. Les souris recevaient une dose de 0,05 em? de virus 
aprés légere anesthésie a l’éther et étaient sacrifiées quarante- 
huit heures plus tard. 

Nous avons étudié l’intensité des réactions de la souris suivant 
les doses de virus inoculées et comparé les résultats fournis par 
les deux méthodes d’examen décrites plus haut. 

La courbe A (fig. 6) montre les variations du pouvoir hémo- 
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Fic. 6. — A, courbe des titres d’hémo-agglutination des lavages trachéaux; R, 


courbe des titres d hémo-agglutination des inoculats; a, courbe du rapport du 
développement du virus. Les schémas correspondent : Zone de sidération 
— inoculat = liquide virulent pur. Zone des corpuscules — inoculat = liquide 
dilué au 1/10. Zone de plein developpement — inoculat = liquide dilué au 1/500. 


agglutinant des liquides de lavage en fonction de la dilution de 
virus inoculé. Il semble, d’aprés cette courbe, que inoculation 
de virus a forte concentration donne les meilleurs résultats. Or, 
la réaction cellulaire visible sur les préparations colorées de 
liquide de lavage trachéal n’est pas comparable en intensilé, pour 
les concentrations élevées, aux indications fournies par la 
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courbe A. Les schémas figurés sur la courbe en regard des dilu- 
tions correspondantes précisent les grandes lignes de cette réac- 
tion. L’inoculation de liquide allantoique virulent non dilué, 
capable de tuer la souris’en quarante-huit heures, ne provoque 
pas de grosses perturbations cytologiques. Les quelques cellules 
peu vacuolisées que l’on observe sont petites et bourrées de cor- 
puscules ; il n’y a pas de polynucléaires, mais quelques cellules 
de type lymphocytaire. Le méme liquide dilué au 1/10 provoque, 
par contre, une grosse réaction cellulaire, mais avec de nombreux 
corpuscules dans les cellules vacuolaires. On ne rencontre les 
cellules typiques et sans corpuscules qu’a partir d’une dilution 
voisine du 1/500. 

Jusqu’a ces expériences, ]’examen cytologique nous avait paru 
tres fidéle; étant un reflet exact de la virulence du liquide prélevé. 
Examinant cette contradiction apparente entre hémo-agglutina- 
tion et l’examen cytologique pour des inoculats concentrés, nous 
avons pensé que le titre hémo-agglutinant élevé de l’inoculat pou- 
vait ne pas étre négligeable ; il convenait peut-étre de déduire de 
la quantité de virus obtenue dans le liquide de lavage la quantité 
de virus inoculée a l’animal. La courbe B représente le pouvoir 
agglutinant correspondant a la dose de virus inoculée réellement 
suivant les dilutions de l’inoculat. Il faut déduire de la courbe A 
la courbe B pour obtenir une courbe proportionnelle au dévelop- 
pement du virus dans les conditions de |’expérience (courbe A). 
La nouvelle courbe ne présente comme accident qu’un maximum 
dans une zone de dilutions élevées ; ce phénoméne de zone est 
déja connu pour le virus grippal [4] et a été expliqué par le pou- 
voir inhibiteur qu’exercerait un-excés de virus vis-a-vis de son 
propre pouvoir infectant. L’interprélation des examens micro- 
scopiques des liquides de lavage est alors parfaitement claire. 
Avec une forte dose de virus, la réaction cellulaire apparait d’un 
type totalement différent et donne l’impression d’une sidération 
des cellules sensibles peut-étre simplement par saturation (fig. 6, 
zone de sidération). Ces aspects reflétent le phénoméne d’auto- 
inhibition dont il vient-d’étre question. Par contre, des dilutions 
plus élevées (1/500 pour le cas étudié) permettent au virus de se 
développer librement dans les cellules (fig. 6, zone de plein déve- 
loppement). Tous Jes intermédiaires sont possibles entre ces cas 
limites, la présence de corpuscules traduisant sans doute l’excés 
de virus agglutiné dans les cellules (fig. 6, zone des corpuscules). 
Il est évident qu’un inoculum dilué au dela d’une certaine limite 
ne contient plus assez de virus pour produire une infection. I 


est intéressant de constater que nous avons retrouvé’ a plusieurs ° 


reprises une courbe homologue avec des liquides virulents d’ori- 
gines diverses (ceuf, souris...), L’allure de la courbe ne variant 
pas, la position des points caractéristiques dépend de certains 
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facteurs. Plus la virulence (2) du matériel de départ est grande, 
plus Yordonnée | et Vabscisse du sommet du maximum sont 
grandes ; c’est-a-dire que plus la virulence du matériel de départ 


est grande, d’une part, plus le titre d’hémo-agglutination du liquide 


‘provenant de la meilleure dilution est grand, d’autre part, plus 


la dilution nécessaire pour obtenir cette méme zone favorable est 
élevée. 

Il semble bien que le point de rencontre de la courbe B avec 
axe des abscisses (minimum de virus décelable par l’hémo-agglu- 
tination) puisse servir de point de repére pour déterminer aisément 
et a l’avance la zone de dilution correspondant A un maximum de 


développement du virus, ceci pour un virus donné et sur une 
-espéce animale donnée. La position de ce point de la courbe B 


par rapport a l’abscisse du maximum de la courbe A serait direc- 


~-tement fonction de la sensibilité de l’espéce animale vis-a-vis de 


cé virus. 
Nous pensons que ces méthodes de travail et que ces hypo- 


théses sont susceptibles d’applications intéressantes dans |’étude 


de tout agent virulent cultivant 4 l’intérieur des cellules. 


b) Appiications. — Les passages en série du virus peuvent étre 
facilités par la connaissance de la dilution optima. Celle-ci peut 
étre calculée approximativement d’aprés le titre d’hémo-aggluti- 
nation de |’inoculat. 

Pour produire un maximum d’antigéne en vue de préparation 
d’un vaccin, un titrage préliminaire permet de reconstruire la 
courbe propre a J’inoculat et a |’animal inoculé et de choisir la 
dilution exacte de virus dont l’inoculation donnera le maximum 
de développement de l’antigéne. 

Cette technique permet aussi de mesurer trés rapidement la 
sensibilité d’une espéce animale au virus grippal. I] suffit de 
construire la courbe A et de juger la position du maximum par 
rapport au point ot! la-courbe B rencontre l’axe des abscisses. 


2° MISE-EN EVIDENCE DES INFECTIONS DITES INAPPARENTES. 


Il arrive que ’hémo-agglutination provoquée par un liquide de 


. lavage trachéal soit nulle alors que la réaction cellulaire observée 


sur les préparations colorées est faible, mais, positive. Cette tech- 


“nique permet donc de déceler des infections jusque-la inappa- 


rentes, mais dont l’existence était prouvée par des passages ulté- 


(2) Il est bien entendu que nous voulons parler de la virulence 
réelle. L’hémo-agglutination ne fournit de renseignements que sur la 
quantité de virus décelable, mais non sur sa qualité. Il faut donc tou- 
jours tenir compte des conditions de développement du virus, de son 
adaptation A ]’animal, et de son état de conservation. 
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rieurs. Elle peut rendre des services dans Ie cas d’isolement d’une 
nouvelle souche de virus ou du passage du virus d’une espéce 
animale a une autre espéce animale. Pour lVisolement d’un virus 
sur souris par exemple, elle supprime les passages aveugles en 
révélant immédiatement la présence du virus. 


3° TEST DE_SEROPROTECTION. 


Il est possible d’effectuer des titrages d’antisérums ou des 
diagnostics de virus par séroprotection sur ]a souris. Le mélange 
virus-antisérum (le virus employé a dose ‘fixe et l’antisérum a 
diverses dilutions), aprés un contact de vingt minutes a la gla- 
ciére, est inoculé par voie nasale ; quarante-huit heures aprés, 
on étudie le liquide de lavage trachéal prélevé et on juge de la 
séroprotection par l’examen cytologique et hémo-agglutination. 
La protection de l’animal est totale au-dessous d’un certain taux 
de dilution de l’antisérum. Les sérums que nous avons titrés par 
cetle méthode inhibaient totalement l’infection au méme taux de 
dilution qu’ils inhibaient l’hémo-agglutination, ceci en utilisant 
le méme antigéne. : 


4° [ESSAIS THERAPEUTIQUES. 


a) StroTuirapie. — La sérothérapie a été préconisée [5] mais 
son emploi discuté. Il était difficile d’apprécier la valeur de la 
sérothérapie sur homme ou sur les animaux, étant donné |’évolu- 
tion extrémement rapide de l’infection grippale. Nous avons fait 
des essais de sérothérapie spécifique sur la souris en faisant 
varier la voie d’injection de l’antisérum, ses dilutions et le laps 
de temps entre l’inoculation du virus et ces injections. Cette 
technique d’étude du liquide de lavage trachéal nous donna, grace 
a l’examen cytologique, des résultats précis, non modifiés par la 
présence d’antisérum dans le liquide recueilli, et nous permit de 
prouver l’efficacité de la sérothérapie, efficacité d’autant plus 
grande que l’injection de sérum est plus précoce et que le sérum 
est plus riche en anticorps. La sérothérapie pratiquée par voie 
nasale est plus active que la sérothérapie par voie sous-cutanée, 

Pour cette technique particuliére, il est intéressant de pratiquer 
des autopsies de souris non seulement quarante-huit heures mais 
aussi soixante-douze heures aprés Vinoculation du virus, pour 
mieux juger de l’action curative du sérum., 


b) Antinrorigues. — Au cours d’expériences réalisées sur des 
souris en état de déficience, nous avons pu assister au début 
d’infections secondaires (fig. 7) survenant trois ou quatre jours 
aprés l’inoculation. Les cellules du liquide de lavage trachéal 
sont au dernier stade de leur évolution. Certaines d’entre elles 
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sont éclatées, les autres vont aussi prochainement disparaitre. On 
peut voir les bactéries se développer librement sans provoquer 
aucune réaction de défense. Par analogie, on peut interpréter le 
mécanisme des infections secondaires chez l’homme, celles-ci pou- 
vant étre dues a différents germes. C’est a ce moment favorable 
a la culture libre des bactéries qu’il semble opportun de pratiquer 
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Fic. 7. — Liquide de lavage trachéal de souris quatre-vingt-quatre heures aprés. 
Vinoculation. Infection secondaire; les bactéries se développent librement 
Les cellules témoins de l’infection grippale éclatent. Gross. : x 2.000. (Service 
photomicrographique de 1’Institut Pasteur.) 


par voie sous-cutanée ou intramusculaire, mais également par 
voile respiratoire. 


c) ErupE DES ANTISEPTIQUES. — Aucune méthode n’est actuelle- 
ment satisfaisante pour l'étude de l’action de Ja chimiothérapie 
de la grippe ou pour les essais de substances antiseptiques uti- 
lisées a titre préventif. La technique que nous venons de décrire 
doit permettre ces recherches, grace 4 sa spécificité, A sa sensi- 
bilité, et surtout grace a la possibilité d’employer les produits 
a étudier aussi bien par contact que par aérosols. 
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5° TITRAGE DU POUVOIR ANTIGENIOQUE DES VACCINS SUR LA SOURIS. 


On peut titrer de fagon trés préeise le degré d’immunité de la 
souris antérieurement vaecinée : quarante-huit heures apres Vino- 
culation d’épreuve, on compare le liquide de lavage trachéal de 
cette souris (hémo-agglutination et examen cytologique) avee celui 
d’une souris témoin (non vaecinée) qui a regu au méme moment 
la méme dose de virus. 

Conclusion. 


Nous avons décrit une technique permettant de suivre d’une 
facon précise Vinfection de T’animal inoculé par les voies 
aériennes avec du virus grippal. Nous avons étudié son appli- 
cation plus. particuliérement a la souris blanche, mais elle est 
également applicable A des espéces animales diverses et peut 
s’étendre a |’étude d’autres virus se développant a |’intérieur des 
cellules. Nous avons envisagé comme premi¢res applications : 

a) La détermination des taux de dilution optima aussi bien pour 
les passages en série que pour Ja préparation de plus grandes 
quantités d’antigénes ; ; 

_ b) La facilité de détection de la maladie dite inapparente ; 

c) Un nouveau test de séroprotection sur souris ; 

d) Une étude facilitée de la thérapeutique : sérothérapic, utili- 
sation des antibiotiques, étude de |’action de la chimiothérapie et 
des substances anliseptiques ; 

e) Le titrage du pouvoir antigénique des vaccins sur souris. 

Ces applications ulilisent les avantages de cette méthode sur la 
méthode classique d’étude de l’infection grippale chez les animaux. 
’ Celle-ci considére en effet comme critéres d’infection chez Ja 
souris, la mortalité dans les dix jours qui suivent l’inoculation et, 
pour les survivantes, le pourcenlage de lésions pulmonaires, aprés 
aulopsie ; ce qui revient a juger l’infection due au virus grippal 
d’aprés les phénoménes secondaires qu’elle provoque, puisqu’il 
est démontré que le virus disparait assez vite dans le poumon. 
La méthode qui fait l’objet de ce travail témoigne, au contraire, 
de la multiplication véritable du virus et de son évolution, dans 
les cellules sensibles. 
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LIMMUNITE DANS LE CROWN-GALL 


> 


par B. RYBAK (‘). 


Nous voudrions tout d’abord souligner que l'étude de I’ Immv- 
nité chez les Plantes pose le probleme de ’Immunité cellulaire ; 
en effet, si les Plantes ont la faculté de produire des anticorps, 
nous serons amené a considérer qu'une cellule quelconque a la 
possibilité de le faire. Pour nous situer immédiatement sur une 
plate-forme de définition assez large, disons que nous entendons 
par anticorps une globuline existant dans un organisme immunisé 
et qui posséde la propriété de s’unir avec un antigéne dans des 
limites de spécificité relativement strictes. D’autre part, nous placer 
sur le plan d’une immunité concernant une infection responsable 
de proliférations cellulaires ne peut manquer de susciter quelque 
intérét, méme dans Ja mesure oll on ne pense pas que le Crown- 
gall soit un cancer. Nous nous sommes donc appliqué a reprendre 


_ point par point les résultats positifs rapportés par Arnaudi [4, 2], 


puis par Magrou [8], relatifs a la résistance du Pelargonium 
zonale porteur de tumeurs caulinaires produites par Phytomonas 
tumefaciens aux réinoculations de cette bactérie le long de la tige, 
résultats qui ont amené Magrou [4] a proclamer |’existence d’anti- 
corps de type zoo-immunitaire (agglutinines et précipitines) chez 
les Plantes. 
Matériel. — Nous avons constamment travaillé avec le Pelargo- 
nium zonale, variété « Jardin des Plantes », cultivé dans la serre 
de l’Institut Pasteur. Les souches de Phyfomonas tumefaciens ont 
été les variétés « 42/4 » et « II B » du laboratoire du D* Magrou 
et « A6Rx » provenant du D" A. C. Braun. 


Etudes in vitro. 


I. — AGGLUTINATIONS. 


“Nous avons, en premier lieu,. vérifié que les sucs de tumeurs 
et de tiges saines, obtenus par broyage au mortier, agglutinaient 


P. tumefaciens. Nous remarquerons ici que le P. zonale renferme 


de grandes quantités d’un tannoide ne livrant pas de sucre, mais 
livrant de l’acide gallique a l’hydrolyse, tannoide que nous avons 
identifié a V’acide-géraniatannique des racines de Pelargonium. 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 1% juillet 1948. 
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EVALUATION DES COMPOSES PHENOLES. 


Nous sommes parti de broyats de tissus a étudier effectués au 
mortier stérile en présence de sable de Fontainebleau et d’eau 
physiologique ou d’eau bidistillée. Pour des tissus de méme type 
et de méme Age, les résultats de ces broyages dépendent de leur 
durée, du temps de diffusion et de l’opérateur : bien que, dans ces 
conditions, des résultats exactement reproductibles soient difficiles 
a obtenir, ils restent toujours comparables entre eux. C’est pour- 
quoi nous ne donnerons pas de valeurs absolues tant des OH— phé- 
noliques totaux que de l’acide gallique, valeurs que l’on pourrait 
obtenir par rapport a une solution d’acide tannique de titre connu 
pour les OH— phénoliques totaux ou par rapport 4 une solution 
d’acide gallique de titre connu. 


R&SULTATS. 


a) Tannoides. — Nous avons employé un dosage photométrique 
(réalisé avec l'appareil de Meunier) en utilisant Ja coloration 
produite par les tannoides avec l’alun de fer et d’ammonium. 
Voici le protocole : . 

Poids des tissus (tumeur ou autres) : 3,750 g., broyés en pré- 
sence de 15 ml. d’eau bidistillée pendant quinze minutes, puis 
centrifugés ; 

Solution d’alun de fer et d’ammonium a 7 g. par litre. 

Prélever 1 ml. du suc a doser, ajouter 4 ml. d’eau bidistillée 
et 1 ml. d’alun. Faire la lecture au photométre en lumiére rouge. 


VALEURS PHOTOMETRIQUES 
des sucs 


aprés 
adjonction 
d@alun 


eee 


Tige saine et jeune (3 derniers entre-ncuds). . 

Tige saine et igée (4 entre-nceuds de la base d’une 
tige de 15 mois) 

Tumeur agée de 4 mois 

Régions de la tige connexes & une tumeur de 
7 mois; 3 entre-nceuds inférieurs et 3 entre- 
nowuds supérieurs; régions présentant une 
résistance aux réinoculations de P. tume- 
faciens ; 


b) Acide gallique. — Pour évaluer l’acide gallique, nous avons 
mis au point la technique suivante : on utilise la coloration rose 
que donne l’acide gallique avec le cyanure de potassium ; on effec- 
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tue les mesures d’intensité au photométre de Meunier. Cette colo- 
ration étant fugace, avec optimum d’intensilé au bout d’un certain 
temps, il est nécéssaire de prendre comme valeur du dosage la 
valeur fixe qui est indiquée par le galvanométre. D’autre part, les 
sucs végélaux floculent fréquemment par le cyanure de potassium, 
_d’ou la nécessité de centrifuger. Voici comment nous opérons : 
on prépare une solution de KCN 4 2 g/l. On préléve 2 ml. du suc 
a examiner que l’on place dans un tube conique de centrifugation. 
On ajoute 2 ml. de la solution de KCN, on agite et centrifuge 
deux a trois minutes a 2.000 tours par minute. On dilue la 
liqueur rosée autant de fois qu’il est nécessaire pour permettre 
les lectures au photometre et identiquement pour tous les essais 
d’une méme série. 

3.750 g. de tumeurs de quatre mois et le méme poids d’entre- 
noeuds du méme Age de tissus de Plantes saines sont découpés 
avec des ciseaux inoxydables et placés en présence de 15 ml. | 
d’eau bidistillée dans des tubes de 22. On porte au bain-marie ~ 
bouillant pendant quinze minutes, puis on centrifuge. Aprés 
adjonction du -cyanure, les lectures faites en lumiére bleue du 
photométre donnent 58 pour le tissu sain (coloration rose violacé) 
~ et 147 pour la tumeur (coloration rose rouge). 

Ces résultats montrent que la teneur en tannoides est, pour un 
méme poids de tissus, plus grande dans les tumeurs. que dans 
les tissus sains et jeunes. En dehors des raisons de métabo- 
lisme, on pourrait penser que cette différence porte pour une grande 
partie sur la qualité, d’ordre anatomique, des tissus considérés. 
En effet, les tiges saines possédent un systéme vasculaire impor- 
fant qui fait pratiquement défaut dans les tumeurs ; par contre, 
les tumeurs possédent un parenchyme fortement développé ; or, 
les tannoides se localisent particulicrement dans les vacuoles des 
cellules parenchymateuses, si bien que, pour un méme poids de 
tissus, la quantité de tannoides différe considérablement. Ainsi 
pourraient s’expliquer partiellement les différences constatées 
entre les taux d’agglutination du P. tumefaciens par les tissus 
sains et les tissus tumoraux. Nous avons d’ailleurs vérifié que 
Vacide tannique possédait effectivement des propriétés aggluti- 
“nantes vis-a-vis de nombreuses bactéries (Coli ureum, Eberthella 
typhosa O 901, Erwinia carotovora, Phytomonas tumefaciens) 
ainsi qu’envers les érythrocytes de Mouton. En réalité, les valeurs 
différentes consignées ci-dessus sont liées a des différences de pH : 
si, en effet, on effectue des extractions de tissus sains ou tumoraux 
a l'aide d’un tampon boraté (pH 7,8), les valeurs de ces deux 
extraits sont pratiquement identiques. 

Pour l’étude de l’action de l’acide tannique sur P. tumefaciens 
(« 42/4 ») nous avons préparé simultanément des bactéries nor- 
males (obtenues par culture de vingt-quatre heures a 35° C sur 
gélose nutritive ordinaire) et des bactéries partiellement délipidées 
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de la fagon suivante : aprés lavage par de l’eau physiologique, 
le culot bactérien est dispersé dans 10 parties d’éthanol absolu. 
On chauffe lentement jusqu’a 50° C cette suspension placée dans 
un ballon de 500 ml. On agile mécaniquement pendant dix minutes, 
puis on centrifuge. On reprend alors les bactéries par le méme 
procédé. Aprés centrifugation, on redisperse le culot bactérien 
dans 10 parties d’éther sulfurique. On effectue cette opération 
deux fois également, comme pour |’éthanol; on centrifuge et 
disperse les bactéries dans de |’eau physiologique aprés les avoir 
essorées sur papier Joseph : 

0,3 g. de « 42/4 » délipidés et secs sont dispersés dans 200 ml. 
d’eau physiologique et Ja suspension est homogénéisée par agita- 
tion, soit dél ; 

1 g. de « 42/4 » tués par chauffage, non délipidés, humides, 
sont dispersés dans 30 ml. d’eau physiologique, soit N ; 

La solution tannique mére renferme 0,5 g. d’acide tannique dans 
20 ml. d’eau physiologique (chauffer trés légérement jusqu’a dis- 
solution complete). 

Si on ajoute-A 1 ml. de N 0,5 ml. d’acide tannique, quarante- 
cinq secondes aprés se produit la floculation bactérienne ; par 
contre, avec 1 ml. de dél. et également 0,5 ml. d’acide tannique, 
Ja floculation se produit déja aprés dix secondes. Cette différence 
entre les vitesses. de floculation nous parait significative du rédle 
protecteur des lipides quant a la stabilité des cellules et égale- 
ment des molécules protéiques. C’est un point sur lequel nous 
aurons l’occasion de revenir. Au sujet du caractére agglutinant 
propre des tannins, disons que notre solution mére, diluée au 1/150, 
donnait encore des floculations de « 42/4 » vivants (lectures faites 
aprés douze heures A 20° C). 

La présence de tannoides dans les tissus du Pelargonium, en 
admettant qu’elle ne soit pas responsable enti¢rement*des phéno- 
ménes d’agglutination, géne tout au moins considérablement les 
expériences visant 4 démontrer Vexistence d’anticorps dans le 
Crown-gall. Or s’il s’agit d’anticorps du type zoo-immunitaire, 
on sait qu’ils sont constitués de globulines et dans ces conditions, 
quatre propriétés doivent étre retrouvées pour la substance agglu- 
tinante : 

a) Non-dialysabilité ; 

b) Thermolabilité ; 

¢) Présence dans le précipité obtenu par SO, (NH,), a 1/2 satu- 
ration ; ; 

d) Elimination par les acides. 

a) Dialyse. — Nos résultats ont toujours été constants : les sucs 
de Pelargonium, sains ou tumoraux, qui agglutinaient respective- 
ment avant dialyse au 1/200. et au 1/300, n’ont jamais donné 
d’agglutination de P. tumefaciens aprés dialyse A la lumiére ou A 
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Vobscurité pendant douze heures 4 + 4° C contre un grand volume 
d’eau bidistillée ; parallélement, on note une disparition de la 
réaction des composés phénolés (par les sels de fer ). Quelquefois, 
avec les sucs de tumeurs, un floculat plus ou moins important se 
trouvait rassemblé au fond des sacs de collodion, souvent coloré 
en rose plus ou moins foncé ; mais ce floculat ne possédait aucune 
propriété agglutinante ; d’ailleurs, il était trés peu soluble, voire 
insoluble, dans l'eau physiologique. On ne saurait done le 
comparer aux euglobulines obtenues par dialyse [5, 6]. 

b) Thermolabilité. — 1° Des extraits obtenus par broyage ou 
diffusion a l’ébullition de portions jeunes de tiges et de tumeurs 
a « 42/4 » (10 parties d’eau pour 1 partie de tissus), puis auto- 
clavés 4 110° C pendant vingt minutes ont, aprés_plus de dix mois 
de conservation a4 la température du laboratoire, donné respective- 
ment des agglutinations au 1/150 et au 1/200 avec « 42/4 » et 
« II-B ». La réaction des OH— phénoliques était faible et les 
milieux étaient colorés en vert brun ; par autoxydation, une partie 
des OH— tannoiques était passée sans doute a |’état de quinones, 
qui, on le sait, possédent également des propriétés tannantes [7]. 

2° Dans une autre expérience, 3,5 g. de tumeurs a « 42/4 » 
agées de soixante-seize jours sont broyés pendant quinze minutes, 
puis centrifugés. On autoclave le surnageant pendant vingt minutes 
a 110° C. 0,5 ml. de ce suc a diverses dilutions sont ajoutés a 
1 ml. d’une suspension de « 42/4 ». Nous avons pu obtenir des 
agglutinations jusqu’au 1/500. 

c) Précipité ammonique. — Nous donnons ci-dessous le pro- 
tocole d’une de nos expériences : 

7,6 g. de tumeur de quatre-vingt-dix-huit jours sont broyés au 
mortier en présence de sable de Fontainebleau (1/2 environ du 
poids de tissus) et de 75 ml. d’eau physiologique pendant cing 
minutes (volume final). On laisse diffuser pendant quinze minutes 
en agitant de temps en temps avec le pilon, puis on centrifuge, 
décante et refroidit 4 +° C le liquide surnageant ; on ajoute alors, 
en agitant constamment, un volume de SO, (NH,), saturé, égale- 
ment refroidi. On laisse reposer trente minutes 4 la température du 
laboratoire et a l’obscurité (a la suite du relargage, le milieu rosit, 
si on attend longtemps, il bleuit). Aprés le repos de trente minutes, 
on centrifuge et disperse le culot dans de l’eau physiologique ot 
i] est insoluble. On met a dialyser a +4° C contre de l’eau bidis- 
_tillée pendant quarante-huit heures (changer ]’eau deux fois par 
jour). Le dialysat ainsi obtenu donne, aprés centrifugation, un 
liquide surnageant qui ne précipite pas par CCL,CO,H a 10 p. 100. 
Remarquons que le culot de centrifugation est insoluble dans |’eau 
physiologique, et méme dans la solution d’Edsall. Les grumeaux 
de la suspension donnent une nette réaction des OH— phénoliques 
par les sels de fer. Le relargage a sans doute déplacé les équilibres 
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qui: empéchaient. les: protéines. de; former des: complexes insolubles 
avee les tannoides ; il semble. qu’il y ait l& une question d’entrat- 
nement au: cours de la: précipitation ; les tanmoides ne sont, en 
effet, pas és: aux protéimes & Fintérieur de la plante, —puisqu’on 
peut les, extraire sans’extraire de protéimes, et que, méme jaions; 
Rs tigenc|intene est agglutiné. Voici comment nous avons opéré : 

2 g, de fissus sains et 2 g. de tissus tumoraux sont. aad 
rapidement (durée de broyage : ume minute) en présence d'eau 
jidistillée (10° volumes); on» centrifuge; Tes sucs donnent une 
nette réaction ayee les sels; de fer, mais ne donnent aucun 
précipité par Vacide trichloracétique & LO p. 100. yoens Oe, 
. A.0,5 ml. d@ une suspension de. « 42/4 » on ajoute 0,5 ml. des sues 
végétaux a différentes dilutions; on effectue les lectures apnes 
une nuit & 24°C : 

Avec le suc. brut de. tige, la.défécation hactérienne a 6t6 presque 
totale, Pagglutinat était. Tose ; 

uAwec me sue brut. de Vane la floculation a. été moins. pire 
dante ; le floculat était: blanehatre. re 

Nous avons. essayé des dilutions. jusqu’au 1/10; les flocula- 
lions: étaient positives dans tous les cas, Meotphee i aia 

Pour en revenir au. précipité ammonique, |’insolubilité des 
complexes protéines-tannoides rend toute étude sur les. bactéries 
impossible ;, nous. ne: pouvons done. confirmer les résultats de 
Marchal [8] qui. aurait, pw obtenir une fraction « protéosique » 
soluble dans l’eau physiologique a partir dun précipité: ammoni- 
que d’Echevaria gibbiflora, plante qui renferme des composés 
phénolés dont le pouvoir agglutinant disparait par action de la 
laccase. 

d) Action des acides. — Si on extrait des lissus sains ou des 
tumeurs par les broyages habituels mais en remplacant l’eau phy- 
siologique par 10 volumes de H CI ou Il, SO, O,IN, Ie sue obtenu 
aprés neutralisation 4 pH 7 (1) agglutine encore « hoih y au 1/125 
pour les ltissus tumoraux et au 1/100 pour les tissus sains. Or' il 
est bien évident que les. athuimpads et les globulines sont déna- 
turées au pI d’une solution d’acide minéral fort, N/10.. On sait, par 
contre, que les protéines basiques sont extraites par les acides mirié: 

raux forts dilués ; cependant, outre que Tes’ extrails. acides de 
P, zonale ne précipitent. pas par SO, (NH,), saturé, nous avons 
pu constater, par ailleurs, que les histones du thymus. de. Veau 
formaient des complexes insolubles avec les, tannins et les sues de 
P. zonale mais cette fots-ci, il ne s’agit. Asie de tannage, d’électro- 
adeorption comme avec les protéines ai point isoélectrique acide, 
it.se forme un véritable sel entre les tannins acides et les histones 


(‘L) He se: produit uné floculation ; on chasse le floculat par eemyrifu- 
gation e? on opere sur le surnagenn t. 


ah 
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-... Etec 
basiques, sel de la hgnée de ceux que nous avons obtenus dans 
~@autres cas [9, 40]. Si bien qu’il est nécessaire d’éliminer 


Jes _tannoides du P. zonale si on veut extraire les protéines 
basiques qu’il contient. Nous reprendrons ailleurs celte question 


des protéines basiques ; disons seulement que la thymohistone 


de Veau agglutine fortement en grumeaua P. tumefaciens, 
Staphylococcus aureus et citreus, Coli ureum... Or, fait remar- 
quable qui avait été signalé par Magrou [4] et que nous avons 
retrouvé lors de nos expériences,l’agglutinat de P.  tume- 
faciens « 42/4 » par les sues de tumeurs se présente souvent, pour 
certaines dilutions, sous un aspect filiforme qui n’est en rien com- 
parable aux agglutinats oblenus par les agglutinines sériques. 
Nous nous sommes demandé si, en une certaine mesure tout au 
moins, on ne pourrait pas altribuer l’agglutination de P. tume- 
jaciens par les sucs de tumeurs a des substances différentes : 1° des 
tannoides — produits du catabolisme — qui donnent lieu a des 
agglutinations en flocons ; 2° des protéines basiques, si on les 
extrait effectivement par nos broyages. Un fait avait retenu 
notre attention’: si on effectue les réactions sucs de tumeurs 


_— P. tumefaciens « 42/4 » tué par un traitement a 56° C 
pendant une heure, les agglutinats se présentent sous un aspect 


floconneux. Done on doit tenir compte dans les. réactions 
avec bactéries vivantes de ce que la bactérie nest pas un 
objet neutre, mais une cellule qui métabolise ; dans ces 
conditions, on a de nombreux exemples en Microbiologie 
de bactéries qui cultivent en donnant des flocons plus ou moins 
dissociables, et dans le cas précis du Crown-gall du P. zonale et 
de son agent, nous avons pu montrer [44] que le. P. tumefaciens 
« 42/4 » Smooth pouvait également cultiver ainsi en présence 
d’extraits aqueux de tissus sains de P. zonale effectués par diffu- 
sion 4 chaud ou a froid suivie d’un autoclavage. Cependant nous 
devons encore attribuer ce fait 4 la présence des tannoides ; c’est 
pourquoi nous n’insisterons pas autrement la-dessus. Mais si la bac- 
térie vivante n’est pas un objet neutre, la tumeur qu’elle engendre 
ne l’est pas non plus, c’est un lieu de haute prolifération cellu- 
laire done de métabolisme élevé, de synthéses. La question que 
nous nous sommes alors posée était ]a suivante : des fissus de 
végétaux dépourvus de tannoides, en voie de multiplication intense 


et n’ayant jamais été mis en contact avec P. tumefaciens ont-ils 


Ja possibilité d’agglutiner cette bactérie ? Pour y répondre nous 
avons utilisé des cals obtenus 4 partir de cultures aseptiques de 
fragments de tiges de Nicotiana glutinosa. 
Protocole. — 0,750 g. de ces cals agés de deux mois sont broyés 
au mortier en présence de 7,5 ml. d’eau physiologique, pendant 
dix minutes. On centrifuge et préléve 0,5 ml. du suc surnageant 
que l’on ajoute a des dilutions différentes 4 0,5 ml. d’une suspen- 
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sion agée de vingt-quatre heures de « 42/4 » ; pH 7. Le tableau 
ci-dessous indique nos résultats : 


DILUTION RESULTATS APRES 12 HEURES 
du suc de repos & 2u°C 


Peaux au fond du tube et en surface se résolvant en longs 
filaments apres agitation. 


Dépot peu abundant donnant des filaments courts indisso- 
ciables par agilation 
Dépot plus ou moins dissociable. 
Dépot plus ou moins dissociable 
témoin. . . Opalesceut sans floculat. 


Nous ne pensons pas qu’il faille attribuer ces résultats a quel- 
que phénomére ressemblant & ceux décrits par Booij [42]. En 
effet, nous avons examiné un certain nombre de substances qui 
pouvaient jouer un réle dans cette agglutination filiforme par leur 
présence dans les cellules végétales en prolifération. Voici ce que 
nous avons trouvé : 

L’acide indol-8-acétique (provenant des Etablissements Roche) 
& 10—* g/l et A pH 7 n’a rien donné ; par contre, |’acide adénylmo- 
nophosphorique (1 mg./ml:), Vacide cytidylique (1 mg./ml.) et sur- 
tout VATP (1,7 mg./ml.) a4 pH 7 nous ont permis d’obtenir des 
agglutinats filamenteux avec la souche « 42/4 » (toutes les bacté- 
ries ne sont pas agglutinées, le surnageant reste trouble dune 
fagon homogeéne), 

Quelle est la nature de ce phénoméne ? 

On sait que les bactériophages peuvent conduire a l’agglutina- 
tion des bactéries sensibles lorsque leur litre est faible et Ches- 
ter [43] a attribué l’agglutination en filaments du P. tumefaciens 
a la présence d’un phage. Or récemment Fowler et Cohen [44] 
ont montré, dans le cas du phage T2 du colibacille, que la gua- 
nosine et la désoxyguanosine favorisaient sa multiplication tandis 
que Price [45] a supposé que l’ATP était essentiel pour la for- 
mation des phages. Notons qu’a la suite de variations morpholo- 
giques de certaines souches de P. tumefaciens par culture sur 
milieux d’infection [46] nous avons indiqué récemment nos résul- 
tats négatifs relatifs & la mise en évidence d’un phage lytique 
dans les formes M de « 42/4 » en utilisant la technique des fil - 
trats [47]. Nous avons alors effectué la recherche du bactériophage 
a l’aide du microscope électronique ; nous avons op4ré comme suit : 

A 0.5 ml. d’une suspension de « 42/4 » en eau phvsiologicaue 
(culture de vinet-quatre heures 4 35° C) on ajoute 0.5 ml. d’une 
solution d’ATP provenant de muscles de Lapin (pH 7). Les tubes 
sont abandonnés une nuit A 20° ©. Le lendemain on trouve des 
filaments courts au fond des tubes ; les témoins en eau physiolo- 
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gique restent homogénes. On préléve ces filaments et on effectue 
une préparation pour microscope électronique. Les clichés ci-contre 
montrent les résultats. 


II. — Precirirations. 


Utilisant un extrait de P. tumefaciens effectué selon Rowland 
(broyage des bactéries en présence de sulfate de soude), Magrou [4] 


Fic. 1. — P. tumefaciens X 14.000. 


a obtenu des réactions de précipilations avec des sucs de difté- 
rentes plantes (Anthémis et P. zonale). Nous avons pu obtenir de 
telles réactions avec le sulfate de soude seul aux concentrations de 
Vextrait de Rowland et également, dans certains cas, avec une 
solution de chlorure de sodium dix fois physiologique. Nous les 
attribuons donc a un effet de sel et non 4 des précipitines, d’autant 
plus que, ni V’antigéne O de « 42/4 » extrait selon Ja technique 


a vere, ee 


/ 
vowel 
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a Vacide tichloracélique ni Vhapttne polysaccharidique corres- | 
pondart n’ont pu nous donner de précipitations avec les sues de 
fi 


ives saines ou de tumeurs a « 42/4 » du P. zonale. 


> 
c 


Etudes in vivo. 


Nous avons déja rappelé au début de cet exposé que Je P. zonale 
porleur d’une tumeur caulinaire a P. tumefaciens est resistant aux 


Fic, 2. — P. tumefaciens en présence d'ATP. X 14.000. Les fléches indiquent les 
phages les plus visibles; on en remarque encore en bas et a droite du cliché. 
(Technique des ombres portée:). 


réinoculations de celle baetérie [4, 2, 3, 4, 18, 19, 20}. Si celle 
résistance n'est pas due A la présence d’anticorps, a quoi est-elle 
due ? Nous allons encore nous assurer de la facon suivante de la 
dissociation du pouvoir agglutinant des sues de tumeurs et de la 
résistance qu’elles induisent 

Une tumeur de vingl-sept jours, ne présentant ou n’induisant 
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dans les tissus sains connexes aucune résistance aux réinocula- 
tions (2), pesant 1,75 g., est broyée avec 3 ml. d’eau physiologique 
pendant cing minutes, ‘puis le mortier est lavé avec 1 ml. d’eau 
physiologique et les eaux de lavage sont ajoulées aux eaux 
de :broyage. On centrifuge et on-effectue la répartition du suc 

a différentes dilutions 4 raison de 0,5 ml. de suc pour 1 ml. 
d’émulsion de « 42/4 » Agé de vingt-quatre heures. Aprés douze 
heures de repos a 18° C, nous avons pu constater un agglutina- 
tion nette qusqu’a 1/300. L’extrait présentait Ja réaction des OH 
tanneiques avec les sels de fer. 

Réactiwité des tissus résistants. — Nous avons recherché ‘si 
des Uussus résistants présentaient encore des potentialités de proli- 
fération. Pour cela nous avons utilisé notre technique d’inocula- 
tion de P. tumefaciens enrobé dans de la vaseline [47]. Pour établir 
des comparaisons on inoculait conjointement P. tumefaciens nu 
dans des points proches -de ceux ot on avait anoculé P. dumefa- 
evens vaseliné. Les témoins (imoculations de vaseline stérile a des 
liges porteuses de tumeur ou dans des iparties agées de tiges de 
plantes sames) me nous ont jamais donné de -proliférations ‘trau- 
matiques, contrairement aux témoins a la vaseline sur tiges saines 
et yeunes [47]. Les inoculations de « 42/4 » enrebé dans de-la vase- 
dine, a -différenies distances d’une tumeur inductrice de résistance 
pour -« 42/4 » nu, nous ont donné, dans 60 p. 100 des cas, de petites 
tumeurs, sauf dans les régions de Ja tige proches,.de Ja tumeur 
(38-5 cm. ). 

 « dmmunité croisée ». — Nous-avons pr atiqué aes réinoculations 
baetériennes de la facon suivante 
. Des P. zonale porteurs de tumeurs de trois mois obtenues par 

Ja souche « 42/4 » cultivée vingt-quatre heures sur gélose mutri- 
dive ordinaire, donc Smooth, sont rémoculés sur 10 étages (4 
réinoculations par étage) avec la variété « AGRx » cultivée pen- 
dant vingt-quaire heures sur gélose nutritive ordinaire (donc 
macroscopiquement Smooth). Dans 85) p. 100 des cas, de trés 
petites tumeurs ‘se sont développées, surtout dans la région supé- 
rieure de la tige (par rapport a la tumeur), et ceci méme dans les 
régions trés proches de la tumeur ; 

dans des conditions identiques, avec des tumeurs obtenues a 


(2) Tests utilisés, soit sur la plante traitée, soit sur des iémoins : 
imoculations .de « 42/4 » de vingt-quatre heures dans Jes tissus tumoraux 
et A différentes distances le long de la tige de part et d’autre de da 
tumeur. Résultats : la tumeur ne se nécrose pas, contrairement a ce 
qu’il se produit avec des tumeurs 4gées (20) ; d’autre part, les points 
‘inoculation caulinaires donnent ‘des tumeurs A toutes distances de la 
dumeur « primaire » ; celle-ci a ¢té prélevée par ablation des parties 
visibles ; les sections donnent lieu A des récidives. 
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Vaide de « AGRx » Smooth et. des réinoculations de « 42/4 » 
Smooth, nous n’avons obtenu que 1,7 p. 100 de réinoculations 
positives ; 

dans des conditions également idenliques, avec des tumeurs. & 
« 42/4 » Smooth et des réinoculations de « 42/4 » Smooth ou de 
« II B » Smooth, nous n’avons obtenu que 1 p. 100 environ de 
tumorisations. 

Ces résultats nous paraissent indiquer clairement le role des 
souches dans les réactions de résistance ; soulignons que la 
variété « AGRx » S cultivée sur milieux sensibles [46] devient R 
et qu’elle est systématiquement moins pathogéne que les variétés 
Smooth « 42/4 » ou « IL B » pour le P. zonale ; elle donne, par 
contre, des tumeurs sur ]’Anthémis alors que Ja variété « 42/4 » 
ne peut en produire sur cette plante. Nous pensons que cet aspect 
R est celui que revét la variété « A6Rx » aprés inoculation aux 
Plantes ; ce fait nous parait montrer encore — comme nous avions 
déja pu le faire récemment d’une autre fagon [47] — que l’aspect 
muqueux des colonies de P. tumefaciens (que l'on obtient par 
culture des formes S sur milieux sensibles) n’est pas le critére 
du pouvoir pathogene. 

Réactivité des tissus sains dgés. — Dans ces questions de résis- 
tance aux réinoculations, non seulement le type bactérien consi- 
déré joue un rdle important, mais également |’état de la plante (8). 
C’est ainsi que nous avons examiné si l’Age du tissu dans leque] 
on effectuait les réinoculations pouvait é¢lre mis en cause, 
Paluch [24] a en effet fait connaitre que les parties dgées des 
tiges (immédiatement au-dessus du collet de la racine) chez le 
Pelargonium n’étaient pas sensibles aux inoculations de P. tume- : 
faciens. -- 

Nous avons done praliqué dans les 6 entre-nceuds les plus agés 
de tiges de P. zonale sains des inoculations soit de la variété 
« 42/4 » S, soit de la variélé « AGBRx » S (age des souches : vingt- 
quatre heures) et nous avons conslaté qu'il ne se produisait pas 
de tumeurs volumineuses dans ces tissus et que, d’ailleurs, les 
réponses tumorales étaient distribuées trés irréguliérement ; on 
pourrait méme penser a un queleonque « phénomeéne de zone », 
phénoméne que l’on trouve parfois a Ja suile des réinoculations 
dans des tiges résistantes. Nous ne préjugerons cependant pas de 
ce phénoméne et nous conclurons simplement que les tissus Agés 
réagissent effectivement assez mal aux inoculations de P. tume- 


faciens et que, d’ailleurs, les réponses ne suivent pas une régle 
fixe. 


(3) Par exemple, les plantes 4 entre-noeuds courts présentent moins 
de résistance aux réinoculations ; or, on sait quelle est la signification 
de la longueur des entre-noeuds du point de vue auxinique, 


* 
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Nous avons vu que les phénoménes d’agglutination du P. tume- 
factens par les sues du P. zonale n’étaient pas du type Charrin 
et Roger, mais qu’ils étaient liés au moins a Ja présence de tan- 
noides et, de plus, pour les cellules tumorales, a la présence vral- 
semblable de nucléotides ou d’ATP déclenchant une hactériophagie 
non lytique. De nos études in vitro et in vivo, nous ne pouvons 


conclure a la présence d’anticorps globuliniques dans les tissus 


de Crown-gall ; d’ailleurs, s’il n’en était pas ainsi, on devrait 
pouvoir obtenir la formation d’anticorps in vitro dans des cultures 
de tissus queleconques, et ceci particuliérement avec des tissus 
animaux. Or, les résultats sont la-dessus pratiquement négatifs 
(voir par exemple Selmar [22]) et nous nous demandons d’ailleurs 
dans quelle mesure, lorsque les résultats ont pu étre un tant soil 
peu positifs, on ne devrait pas rendre les nucléotides et ’ ATP (4) 
responsables des agglutinations constatées, les souches  bacté- 
riennes utilisées dans ces cas pouvant fort bien présenter des 
potentialités a la phagie comme notre souche « 42/4 » ; 4 moins 
qu’il ne s’agisse, dans le cas de cultures de rate par exemple, 
d’agglutinations causées par des protéines basiques. Bien que 
nous pensions revenir prochainement sur ]a question des anticorps 
zoolmmunitaires (agglutinines et précipitines), nous allons suc- 
cinctement exposer notre hrypothése quant a ces substances. 
I] ne nous parait pas fortuit que le S.R.E. soit particuliére- 
ment riche en nucléoprotéines et plus spécialement en protéines 
basiques, support des acides nucléiques (conjonctif histiocytaire). 
Or Chow et Goebel [23] ont indiqué la distribution des amino- 
acides basiques dans les globulines d’un antisérum pneumococ- 
cique type I et d’un sérum normal de Cheval. Is ont surtout cons- 
taté une augmentation nette de lysine dans les globulines anticorps. 
A notre sens, l’antigéne caplté par le S.R.E. interférait avee le 
métabolisme quiescent des cellules de ce systéme et, le déviant, 
déclencherait un métabolisme « activé » : est-il besoin de rappeler 
que la prolifération de la rate par exemple a été constatée il y a 
longtemps déja par de Laet [24] apres inoculation au Cobaye 
de fortes doses de bacille d’Eberth ? Récemment encore, des tra- 
vaux comme ceux de Delaunay et de ses collaborateurs [25] 
montrent un remaniement du tissu lymphoide chez les animaux en 
immunisation. Ce métabolisme d’ « alarme » est certainement en 
relation, comme le métabolisme de multiplication cellulaire anquel 
on peut le comparer, avec une intervention des protéines et des 
amino-acides basiques [26] et dans ces conditions, les albumines 


(4) L’ATP particuligrement intervient dans tous les cas ou le méta- 
bolisme est actif (muscle, cellule en division...). 
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ou les globulines dont certaines. représenteraient, d’aprés Cas- 
person [27], la malrice des nucléo- -protéines spéciales que sont les 
chromosomes — mais qui constitueraient plutot a notre avis “les 
produtts de la, synthése des acides nucléiques (avec passage inter- 
médiaire au type protéines plus ou moins basiques) — seraient 
libérées une fois marquées de I’empreinte du métabolisme modifié 
par l’antigene. Il n’est pas sans intérét de remarquer que toutes 
les substances antigéniques (agglulinogenes, précipitinogénes) sont 
des molécules organiques allongées a fonctions acides ; pour pré- 
ciser nous prendrons les exemples suivants : les protamines dont 
certaines ont un point isoélectrique voisin de 12,5 ne sont absolu- 
ment pas antigéniques ; de méme Jes histones qui ont un point 
isoélectrique de 10 environ (5, 6); Jes albumines qui renferment 
de nombreux amino-acides benzéniques le sont nettement. Certes, 
le poids moléculaire et la structure de.l’antigéne interviennent, mais 
les résultats de Chow et Goebel nous aménent a penser que les 
réactions anligéne-anticorps pourraient bien étre un cas parlicu- 
lier, par sa spécificilé, de la réaction acide-base. 

Quoi qu il en soit, la nécessité d'un syskéme « spécialisé » el, 
semble-t-il, phagacytaire, apparait de plus en plus nettement dans 
la question de la formation des anticorps ; nous ne pensons pas 
que les cellules d'un Crown-gall répondent a ce critére. La pré- 
sence d’agglutinines chez les Végétaux mest pas, au surplus, un 
fait exceplionnel, on en connail de nombreux exemples [34, 32, 33]. 

En ce qui concerne la révélation de la phagie, nous nous sou- 
viendrons que Chester [13] a trouvé dans 40 p. 100 des tumeurs a 
P. tumefaciens du Pelargonium et dans 30 p. 100 des tissus envi- 
ronnant celle tumeur, un phage lylique pour P. tumefaciens ; ila 
supposé que le phage interviendrait dans les réactions de résistance 
aux réinoculations. Nous ne savons pas, comme Kaljaev l’a pro- 
clamé [34], si un traitement du Crown-gall par le phage du 
P. tumefaciens donne 100 p. 100 de résultats curatifs ; cependant 
nous acceplerons la conclusion de Chester tout en considérant 
d’aulres fails. 

On sait qu’on ne décéle que fort peu de bactéries dans les 
tumeurs ; or sous Il’effet de Ja bactérie les cellules de Vhdte 
entrent en mitose ; dés lors, des substances comme VATP et les 
nucléotides puriques el pyrimidiques interviennent dans les pro- 
cessus de synthése mais elles interviennent également sur la bac- 
lérie pour y déclencher une phagie qui pourrait aller jusqu’a la 
lyse apres un certain temps (temps d’accumulation du phage). II 


(5) Présence d’amino-acides benzéniques ; on sail que Vintroduction 
dans une molécule d’un noyau aromatique augmente son acidité, 

(6) Soulignons que les protéines basiques sont normalement des agents 
agglutinants non spécifiques ; elles donnent des complexes insolubles 
avec les molécules organiques A point isoélectrique acide [28, 29, 80}. 
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semble que toutes les bactéries de linoculat :provenant d’ une méme 
souche ne soient pas également sensibles puisque : 1° comme 
nous avons pu le constaler lors de J’agglutination. phagique 
im vilro, un grand nombre de bactéries n’était pas agglutiné (pré- 
sence d'un trouble homogéne dans lequel on n’a pu déceler de 
phage par microscopic électronique) et que 2° on peut isoler des 
bactéries 4 partir de tumeurs. Dans le comportement in vivo de 
P. tumefaciens il y a donc un double phénoméne : le suc total de 
tumeur, autoclavé, utilisé comme milieu de culture conduit a ces 
Variations bactériennes (aspect muqueux avec « 42/4 » ou ITB »; 
aspect Rough avec « A6Rx ») [46], variations que l’on retrouve 
dans les tumeurs tout au moins pour les souches « 42/4». et 
« IIB » ; mais l’autoclavage détruit, semble-t-il, les substances favo- 
rables au développement du phage ; resterait donc, d’une part les 
bactéries phagées et d’autre part, les bactérics muqucuses (dans le 
cas de souches donnant la variation S* > M). Il est possible que le 
mucus qui enveloppe ces varianls les protége de l’action du 


phage (7). En tout cas, la présence d’une phagie lytique dans les ° 


tumeurs (Chester) nous parait étre le fait @une multiplication du 
phage lié a Vinoculat et non a une néoformation considérée comme 
une réaction de défense de la plante. 

Mais dans la résistance aux réinoculations, il est fort possible 
que les tannoides (anlioxygénes et tannants) fussent en partie res- 
ponsables de avorlement des processus tumorigénes soit par action 
sur les cellules mémes de héte, soit par action sur les bactéries, 
soit enfin par action sur ces deux types de cellules ; a ce sujet les 
tumorisations peu importantes et inconstantes obtenues sur tissus 
agés de tiges saines semblent justifier Ja conception de produits 
de détoxication sensibilisants {20}. . 

Enfin, si la tumorisation est Je fait d’une hyperauxinie, étant 
donné les résultats de Dubos [35] et ceux de Raoul {36}, il est 
plausible que cette hyperauximie intervienne en tant que telle ou 
par ses produits de dégradation dans les tumeurs et dans les tissus 
connexes. Cependant a 10-> g./l. acide indol-acétique n’a pu nous 
donner une inhibition de Ja multiplication de P. tumefaciens et, 
d’autre part : 1° on ne peut constater aucune hypertrophie dans 


(7) Cette protection ne serait pas tant de nature mécanique que de 
nature métabolique ; autrement dit, étant donné Jorigine endogéne 
du phage, les formes M qui ne nous ont pas montré de phagie jusqu’a 
-présent le devraient 4 leur métabolisme dévié (dont Ja production de 
mucus est la preuve), métabolisme qui ne serait pas favorable 4 la 
production d’un phage. Quelques premiers clichés obtenus au micro- 
scope électronique des formes M de « 42/4 » ne nous ont pas permis de 
constater la présence d’un bactériophage. Cependant le mucus trouble 
considérablement.la netteté des photographies et en rend par consé- 
quent les lectures difficiles. 
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la région des iissus résistants ; 2° des applications sur des tissus 
-tumoraux de pates a la lanoline renfermant 2 p. 100 d’acide indol- 
acétique ne nous ont pas constamment donné des nécroses aux 
points d’application. 


Conclusions. 


L’agglutination du P. tumefaciens par le suc de tumeur du 
P. zonale est en réalité fort complexe. Si nos expériences excluent 
Vexistence d’agglutinines globuliniques — ou seulement non 
dialysables — elles montrent que les tannoides jouent un role 
décisif. Mais la présence de substances liées & la multiplication des 
cellules de ’hote (ATP, nucléotides puriques et pyrimidiques) per- 
met de révéler une bactériophagie occulte de la souche « 42/4 », 
bactériophagie trop faible dans le cadre de nos expériences pour 
conduire & une lyse bactérienne, mais suffisante pour amener 
une agglutination. On a examiné les différents aspects de la résis- 
tance du P. zonale aux surinfections et on conclut qué la bactério- 
phagie induite joue un rdle important qui n’exclut cependant pas 
un role de produits de détoxication. 
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I. — .TACHES METALLIQUES DES CULTURES DE B, PYOCYANIQUE. 


Les cullures en nappe continue de nombreuses souches de 
B. pyocyaneus (Pseudomonas. aeruginosa) apparaissent, aprés 
vingt-quatre heures -d’incubation 4 37° C, parsemées detaches 
de 0,5 & 2 mm. de diamétre. La couche bactérienne, au niveau de 
ces taches, est creusée parfois jusqu’au substrat, si bien que, 
par transparence, elles se présentent comme des trous arrondis, 
évoquant irrésistiblement les taches vierges ou plages formées 
par les bactériophages. Cependant, un examen plus attentif 
révéle que ces taches n’ont pas le méme aspect que les plages 
bactériophagiques. Elles ont une structure radiée qu’on ne voit 
guére chez ces derniéres. De plus, a l’éclairage oblique, elles 
présentent un reflet métallique, plus exactement argenté, trés 
caractéristique. Néanmoins, plusicurs auteurs ont pensé qu'il 
y avait un rapport entre la présence de ces plages et l’action 
d'un bactériophage pyocyanique ; les souches a taches métalliques 
seraient des souches lysogénes dont le bactériophage, comme 
cela se produit parfois, serait capable de donner des plages 
spontanées dans leur propre culture. Telle était la théorie de 
Lisch (1924) [4] et d’Okuda (1923) [2]. . ; 

Par Ja suite, une opinion différente fut émise : Lisch et Okuda, 
en effet, n’avaient pu obtenir, & partir de leurs cultures a taches 
métalliques, des filtrats ayant des propriétés inhibitrices ou lytiques 
sur les souches elles-mémes ou sur d’autres souches. Par consé- 
quent, il semblait probable que Jes taches n’étaient pas liées a la 
présence d’un phage. 

C’est ainsi que Lode (1924) [8] signala la distinction entre les 
taches et les véritables plages : les taches étaient liées & la pré- 
sence du pigment vert bleu, alors que les vraics plages, dépour- 
vues de reflet métallique, et netlement arrondies, étaient plutot 
en rapport avec le pigment jaune vert. 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 1% juillet 1948. 
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Asheshova (1926) [4] a vu que les filtrats des cultures & taches 
irisées ne produisent pas la lyse et n’influencent pas le nombre 
de ‘taches apparaissant dans les cultures sur lesquelles on les 
fait agir. Ces filtrats ne contiennent donc pas le’ principe pro- 
diisant les taches. Celles-ci, par. conséquent, doivent leur exis- 
tence a une cause indépendante de la baetériophagte.- Asheshova, 
en revanche, a pu obtenir de vraies plages, sans: reflet métal- 
lique, sur diverses souches de pyocy earque; avec un phage isolé 
de Peau d'un port: 

Sonnenschein (1927) [5], également, soutient ‘que: les taches 
sont sans rapport avee le phage > clles ne sont pas stériles ; elles 
donnent par repiquage des formes transitoires ;. elles ‘appa- 
raissent plus lentement que les vraies plages (cette derniére pro- 
priété étant, d’aprés nos expériences,:contestable); et enfin, elles 
-eontiennent des eristaux. Toutes: ces propriétés les différencient 
des’ « vraies plages », terme qu'il réserve a celles qui sont 
dépourvues du reflet métallique : vraies taches vierges stériles, 
sans cristaux, dues au bactériophage spécifique dont on peut 
renforeer le pouvow lysogéne par enrichissement. En revanche, 
il appelle pseudo-phage Vagent du a des tacles. métal- 
liques. 

Nos expériences ont confirmé Ja these de ces derniers seheaek 
suivant laquelle les taches. métallrques et les plages non meétal- 
liques, coexistant parfois dans une méme culture, sont dues. a 
des eauses absolument différentes. 

. Nous. avons, en effet, constaté (tableau I) qu’en faisant agiy 
des filtrats de pyocyaniques dépourvus detaches ‘métalliques, 
ccomme PL Pa, P,P, Pia Pin Prax Pus, Pig; Pi7, sur des beites 
ensemencées- de souches également dépourvues de taches métal- 
liques, on pouvait obten un phénoméne de lyse donnant leu a 
des plages bactériophagiques typiques, sans reflet métallique (1). 


Jsonemenr pes sowcnes A er B pw pyocyaniour. — Nows avons 
voulu ensuite savoir si la souche de pyocyanique ulilisée ne 
donnait qu'un type de colonies ou plusieurs. Linz [6], en 1988, 
a été un des premiers 4 pouvoir isoler a partir du pyocyanique des 


lignées pures, les unes. entiérement métalliques, Jes autres sans | 


iache ; mais if n’a pas trouvé de principe lytique dans les lignées 
meétalliques. 


Par dilutions. successives, nous avons pu isoler 2 types de. 


colonies A ot B. . 
Type a — Sur plaques de gélose : plus chromogéne. Multiples 


(1) Les 15 souches de B. pyocyaneus que nous avons utilisées pro- 
viennent: de la ‘collection de: M.Legroux, auque] nous adressons nos 
remerciements. fin 6 


a. «i i —- hl Th. ee 
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taches métalliques d’un diamétre de 1 mm. 4 1 mm. 5, souvent 
confluentes. 

Par dilutions : colonies laiteuses de. 2 mm., réguliéres, cir- 
culaires ; 

Colonies ‘laiteuses de 4 mm., irréguliéres en cocarde, a tache 
centrale et couronne a la périphérie. 

Ces deux derniers types de colonies sont inséparables . par 
repiquage. 

Type B. — Sur plaques de gélose : peu chromogéne. Pas de 
tache, étalement: lisse et uniforme. 

Par dilutions-: colonies transparentes, arrondies, de 1 mm., 
sans taches métalliques. 

Par repiquages successifs de chacun de ces types, le type B 
continue & donner des colonies de type B, sans taches métalliques. 

Le type A continue a donner naissance aux 2 types de 
colonies A, contrairement au phénoméne sur lequel insistérent 
Hadley (1924) [7], Mazzetti et Citerni (1936) [8], Hauduroy et 
Peyre (1923) [9]. 

On ne constate pas, méme au bout de deux mois, de mutation 
de A en B ou inversement (fait déja relevé par Hadley (1924) [7]. 
Au bout de trois mois, une souche provenant de P, originel, qui 
se montrait particuliérement riche en taches, perd cette propriété 
et ne produit presque plus de taches, tout en conservant sa 
pigmentation, alors que Ja souche originelle continue a présenter 
des taches. Ceci, sans aucune intervention extérieure décelable 
Certains auteurs ont cru devoir rapporter ce fait & un épuisement 
de la propriété lysogéne (?) par les repiquages successifs. 

Au contraire, Bordet (1926) [40] pensait qu’une longue conser- 
vation sans repiquage élait la condition nécessaire & la dispari- 
tion du principe lysogéne : il nous a été donné une fois d’ observer 
cette disparition des taches chez une souche laissée deux semaines 
sans repiquages. 

Kn outre, plusieurs tentalives pour isoler, a partir de P,, soit 
par filtration, soit par chauffage, soit par centrifugation, un prin- 
cipe lysogéne actif sur cette méme souche, ont été négatives. 


AcTION DU FROTTEMENT. — Les taches sont réparties surtout 
a la périphérie des plaques de gélose. Ce phénoméne ne parait 
pas dd a la destruction du principe lysogéne par le frottement 
avec |’étaleur au moment de l’ensemencement (2): en effet, en 
frottant pendant des temps variables (de zéro a dix minutes) une 
suspension de P, sur plusieurs boites de gélose, on ne constate 
pas de différence sensible dans le nombre des taches entre les 
différentes boites. 


(2) Pour la sensibilité des bactériophages au frottement, voir 
P. Nicotitr, ces Annales, 1943, 69, 116. 


TACHES METALLIQTES DE B. PYOCYANEUS 374 


Influence du milieu sur les taches du P,. 


ACTION DE LA CONCENTRATION EN GELosE. — Sur gélose peptonée 
ordinaire a 1,5 p. 100 de gélose : pigmentation nette, intense, 
Taches spontanées. 

Sur gélose peptonée & 2,5 p. 100 de gélose : pigmertation beau- 
coup moins marquée. Taches beaucoup plus grandes, aréolées, 
peu transparentes. . 

Sur gélose bouillon & 2,5 p. 100 de gélose : pigmentation plus 
marquée que dans le cas précédent. Taches petites, transparentes, 
irréguliérement arrondies. 


ACTION DE LA CONCENTRATION EN PEPTONE. — On utilise de la 
gélose a 1,5 p. 100 avec des doses croissantes de peptone de 
1 p. 100 a 10 p. 100: 

La pigmentation des cultures de P, est inversement propor- 
tionnelle 4 la concentration en peptone. La boite est incolore 
4 partir de 3 p. 100. 

Le nombre des taches augmente progressivement, pour passer 
par un maximum a 6 p. 100, et décroit ensuite. 


II. — Acrion D’UN PHAGE EXTRAIT DE L’EAU D’ EGOUT 
“SUR DIVERSES SOUCHES DE PYOCYANIQUE. 


Nous voulions voir si un phage provenant de l’eau d’égott 
élait actif sur toutes les souches de pyocyanique, sur milieu 
solide. Cette activité, faible sur le P,,, ®tait intense sur le Py, 
nulle sur les autres souches. Aprés enrichissement par passage 
Sarr, et P.-: 

Le phage Aine amour >, <P ib 19st 133 Piss SS 

be-phage-du-P),- agit eur: P,,, Pas, Pie " 


III. — Bacri:m1oPHAGES PYOCYANIQUES ET TACHES METALLIQUES. 


Hadley (1924) [7] compare le filtrat des pyocyaniques présen- 
tant des taches spontanées avec celui d’une culture ne présentant 
pas detaches. L’action de ces liquides sur d’autres souches de 
pyocyanique, particuliérement sur des souches qui ne montrent 
pas de taches spontanées, est nette. Donc, le pouvoir lysogéene 
est transmissible 4 des individus microbiens de méme espéce. 

Jadin (1932) [14] a également noté cette action, et a pu exalter 
la virulence de ses filtrats par enrichissement. Mais il n’a pas 
réussi 4 obtenir de plages sur milieux solides.: 

Quiroga (1923) [45], Hauduroy et Peyre [9], utilisant des 
filtrats de la zone des taches métalliques, observérent la lyse de 
plusieurs souches, ainsi que Mazzetti et Citerni (1936) [8]. 
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Tisch (1924) [4] obtint ce phénoméne non seulement avec les 
couches meétalliques, mais aussi avec les autres ; alors que, 
d’aprés Linz (1938) [6], les lignées non métalliques ne sont pas 
sensibles aux cultures chauflées ou filtrées des lignées métal- 
liques. Sonnenschein [5] a montré que les souches non métal- 
liques ne sont pas résislantes au phage : les filtrats de souches 
métalliques sont actifs sur les souches métalliques et non métal- 
liques, et inversement. 

Pensant alors que chaque souche de pyocyanique portait peut- 
étre avec elle un phage actif sur plusieurs aulres souches, tout 
en étant elle-méme sensible & un ou plusieurs phages, nous 
avons examiné systématiquement V’action du filtrat de chacune 
de nos 15 souches (de P, a P,,) sur toutes les souches. 

Parmi elles, 9 souches sont trés pigmentées en vert: P,, P,, 
P., Ps, Pi» Piss Pis; Pig, la souche P;, renfermant un pigment 
rouge. . 

Les cultures des souches P,, Ps, Py, P,, présentent des taches 
a reflets mélalliques. Nous avons fait de chaque souche une sus- 
pension en eau peptonée d’environ 500 millions de germes par 
cenlimétre cube, que nous.avons filtrée sur bougie L 8. 

Des boites étaient ensemeneées avec une suspension de chaque 
souche en eau peptonée. 

Sur ces boites ainsi préparées, on dépose, d'une’ part, I goutte 
de la suspension d’un pyocyanique, d’autre part, I goutte du 
filtrat correspondant. Les boiles sont examinées aprés vingt- 
quatre heures d’étuve a 37° C (tableau I) : 


Tas.eAu I. — Action des filtrats de Pyo-cyaniques 
_sur le; so ch s de Pyocy niques. 


~ FILTRATS 
> 
CULT! RES TACHES 
DE ms 
PYOCY ‘NIQUE PIGMENT 
Y ¥ 
> 
Ps aat' 

5 . . “+ 
Pe (Mi Wrrtscte 
Y ee a 
Pav( Mp ake +++ 


P, (M) . 


M, souche donnant des tu hes métalliques; +, activilé faible : 1 plage; +--+, activité 
moyenne ; quelques plages; + 4+. activild forte: rds nombreuses plages ou lyse totale 
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‘CULTURES TACHES 

DE —— 

PYOCYANIQUE — || PIGMENT 
ef M 
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Spec Fee aoe) 


1° Presque toutes les souches se révélent sensibles 4 un ou 
plusieurs. phages de pyocyanique (seules P,, P; et P,, se sont 
montrées phago-résistantes). 

2° Toutes les souches sont lysogénes vis-a-vis d’un ou. plu- 
sieurs pyocyaniques. 

3° Les plages obtenues dans ces conditions sont effectivement 
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TaBLeau 1V. 


FILTRATS 
> 
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DE > 
PYOCYANIQUE PIGMENT 
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différentes des taches métalliques spontanées propres a certaines 
cultures, en ce qu’elles ne présentent pas de reflet métallique, 
ce qui les distingue immédiatement lorsqu’elles coexistent sur 
une méme boite avec les taches spontanées. L’aspect de ces 
plages est semblable en tous points a celui des plages bactério- 
phagiques. 

4° On a pu enrichir les filtrats de pyocyanique par addition de 
quelques gouttes d’une suspension de la souche sensible, comme 
n’importe quel filtrat bactériophagique. Le titrage, & ce moment, 
a montré une activilé considérable, dépassant en moyenne 10-’. 


IV. — Sp&£cIFICIT: DU POUVOIR LYSOGENE * 
DES PHAGES DU PYOCYANIOQUR. 


Des avis trés contradictoires ont été émis a ce’ sujet par les 
différents chercheurs. Alors que Sonnenschein (1927) [5], 
Hadley (1924) [7] et Lode (1924) [8] affirment que le phage du 
pyocyanique est inactif sur B. coli, le B. typhique, le B. de Shiga, 
le vibrion cholérique et la bactéridie charbonneuse, au contraire, 
Fortineau et Fukuda (1920) [46] signalent son activité sur la bac- 
téridic charbonneuse, méme in vivo, et Jadin (1932y [44] note son 
action sur B. coli et B. dysentérique. Beaucoup de ces auteurs 
ont fait leurs expériences en milieu liquide. 

Nous avons examiné l’activité des suspensions et des filtrats 
de 15 souches de pyocyanique sur 6 souches de B. coli en milieu 
solide. Nous n’avons jamais constaté la formation de plage bac- 
lériophagique, meme apres enrichissement. 
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CoNncLuSIONS. 


Il ressort de ces expériences, qui portent sur 15 pyocyaniques : 
1° que les taches métalliques (4 souches) et les plages bacté- 
_ ‘riophagiques sont deux phénoménes différents dans leur aspect 
et dans leur cause ; 
2° que les fillrats des bacilles pyocyaniques métalliques ne pro- 
voquent la formation de taches métalliques sur aucune souche ; 
mais, comme les filtrats des pyocyaniques non métalliques, ils 
-  donnent, sur certaines souches, des plages bactériophagiques ; 
2 3° que la lysogénéilé est extrémement fréquente parmi les 
pyocyaniques (100 p. 100) dans les 15 échantillons étudiés ; 
4° que lactivité des phages pyocyaniques, contrairement a ce 
quont observé certains auteurs, ne semble pas s’étendre au 
groupe du B. colt. 
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ERRATUM 


Nav. 


Ces Annales, 75, mémoire J. Oudin, p. 117, 8° paragraphe, 5* ligne : au 
lieu de : « que nous faisions réagir », lire : « que nous faisons réagir. — 


Page 118, 4° paragraphe, 3° 'igne : au lieu de 
précipilent ». 


: «ne précipite », lire 


> « ne 
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: COMMUNICATIONS (SUITE ET FIN) 
4 MISE EN EVIDENCE DE LA PHASE SPECIFIQUE 
- CHEZ UNE SALMONELLE EN PHASE NON-SPECIFIQUE 


Mms J. GRABAR et S. LE MINOR: 
= a 


o_o 


tts 


Les Salmonelles, lors de leur isolement, se présentent ordinairement 
en. forme S avec tous leurs antigénes, chacun d’eux étant plus ou moins 
développé. L’analyse sérologique avec des s¢rums spécifiques permet 
actuel'ement de déterminer,-d’une part, le groupe auquel appartient 
chaque germe par |’agglutination de son antigéne O et, d’autre part, 
Vespéce par l’agglutination de ses antigénes H spécifique et non spé- 
; cifique. Mais il existe parfois des souches qui, dés leur isolement, 
apparaissent en forme R. Le diagnostic du groupe ne peut alors étre 

fait qu’approximativement par les réactions biochimiques. I arrive 

3 également que, pour un germe qui posséde les facteurs anligéniques H 
| spécifique et non spécifique, donc diphasique, on ne puisse, Jors de son 
isolement, mettre en évidence gu’une seule phase. De telles souches 
sont désignées:comme des varianles dans la description des Salmonelles 
par Kauffmann. Comme exemple, nous ne citerons que S. cholere suis 
var. kunzendorf cui, a coté de Vantigéne VI-VII du groupe, ne contient 
apparemment que l’antigéne H non spécifique, ou bien la variante 

Binns, de S. typhi murium chez laquelle on ne peut déterminer par les 

méthodes sérologiques courantes que la phase. spécifique. 

Bruner ct Edwards (2), étudiant ces variantes apparemment mono- 
phasiques des Salmonelles, ont montré que l’on peut meltre en évi- 
dence la seconde phase, en cultivant la souche sur gélose additionnée 

-du sérum spécifique de la phase apparente. C’est en, employant la 
méthode. de Wassen (3), modifiée par Sven Gard (4) qu’ils ont obtenu 
les meilleurs résultats. 

Nous avons recu derniégrement pour identification un bacille Gram 
négatif, mobile, isolé d’une coproculture, dont les caractéres biochi- 
miques correspondaient & ceux d’une Salmonelle. La souche était par- 
tiellement agglutinée par le sérum polyvalent C. L’agglutination par 

“Je sérum VI-VIII ct par le sérum VIII pur était totale, tandis qu’elle 
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était partielle par le sérum VI-VII et nulle par Je sérum VII pur. Le 
germe appartenait donc au groupe C avec antigéne O : VI-VIII. 

Pour mettre en évidence l’antigéne H spécifique, nous avons agglu- 
tiné le germe par des sérums spécifiques @; Db; c ; ds ene alO ens 
agglutination faite sur lame et dans des tubes. Nous n’avons pu déceler 
aucune agglutination. Par contre, une agglutination avec le sérum 
1, 2, 3 non spécifique a été obtenue sur lame et dans des tubes au titre 
de 1/800 (le sérum 1, 2, 3 est préparé avec une souche de S. typhi 
murium), D’aprés ces résultats, le diagnostic de la souche  Serait 
S. newport var. puerto rico. Pour le confirmer, nous avons essayé de 
mettre en évidence la phase spécifique éventuelle par la technique 
d’essaimage de Sven Gard. 

Méthode de Sven Gard. — On fait fondre de la gélose & 10 p. 1.000, 
A pH 7,4, et on laisse refroidir & 50°. On ajoute de Vimmunsérum, 
dans notre cas du sérum 1, 2, 3, afin d’avoir une concentration finale 
du sérum au 1/10.000 (le titre de notre sérum est de 1/6.400). La 
gélose est coulée dans des boites de Petri et la boite est laissée ouverte 
pendant une heure & |’étuve, Aprés quoi, la souche est ensemencée en 
déposant au centre de la boite une petite quantilé de la grosseur d’une 
téte d’épingle, d’une culture sur gélose de vingt-quatre heures. La 
boite est mise a l’étuve pendant dix-huit A vingt heures. 

Lorsqu’oh examine la boite ensemencée, deux cas peuvent se présen- 
ter: Premier cas: la culture n’a pas envahi la surface de la gélose- 
sérum. Dans ce cas, il n’existe qu’un antigéne, celui qui a été inactivé 
par le sérum. Deuxiéme cas : toute la surface de la boite est envahie 
par. la culture. Dans cette éventualité, il reste a déterminer 1l’anti- 
géne H apparu. Nous avons utilisé cette technique avec notre souche 
en l’ensemencant sur de la gélose 4 10 p. 1.000 additionnée de sérum 
anti-1, 2, 3. La boite a_été envahie par la culture, et son analyse séro- 
logique nous a donné les résultats suivants : 

L’agglutination sur lame et dans des tubes vis-i-vis du sérum 1, 2, 3 
est devenue négative. 

L’agglutination sur lame et dans des tubes vis-a-vis du sérum e, h 
a été positive au titre de 1/3.200. - 

Ce résultat nous a permis de conclure que nous nous trouvions 
bien en présence d’une Salmonella newport qui, & Visolement, était 
en phase non spécifique, désignée par Kauffmann, variante puerto-rico. 

Pour savoir si on peut entretenir la souche sur de la gélose ordinaire, 
tout en lui conservant son antigéne spécifique, mis en évidence par 
cette méthode, nous avons fait des repiquages tous les jours pendant 
une semaine. L’antigéne 1, 2, 3 n’est pas réapparu ; par contre, l’anti- 
géne e, h s’est maintenu. Si, d’autre part, on cultive la souche en phase 
spécifique sur de la gélose additionnée de sérum spécifique e, h, lanti- 
géne H non spécifique réapparait, tandis que l’antigéne spécifique e, h 
disparait. Nous conservons la souche en phase spécifique dans la Collec- 
tion des souches du Service des Vaccins sous le n° 413, et en phase non 
spécifique sous le n° 412, parmi la collection des souches newport. 
ConcLusion. — La méthode d’essaimage de Sven Gard sur gélose- 
immunscrum nous a permis de mettre en évidence l’antigsne H spéci- 
fique d’une souche isolée dans sa phase non-spécifique. 


(Unstitul Pasteur. Service des Vaceins : DY A. Bonnevror.) 
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LES « B. PARA-COLI » DU GROUPE ARIZONA 
LEUR POUVOIR PATHOGENE CHEZ L' HOMME 


par R. BUTTIAUX et A. KESTELOOT. 


Caldwell et Ryerson (1), les premiers, ont isolé chez un lézard une 
Salmonella dont |’étude a été reprise par Kauffmann (2) qui l’a dénom- 
mée Salmonella type arizona, du nom de la région ow elle fut décou- 
verte. Edwards, Cherry et Bruner (3) examinérent plus tard 44 souches 
répondant aux caractéres généraux de S. arizona. Elles provenaient 
d’oiseaux, volailles, cobayes et chiens. Ils trouvérent que la plupart 
d’entre elles faisaient fermenter Je lactose dans des délais variant entre 
quarante-huit heures et plus de quinze jours. Ils proposérent donc de les 
dénommer Bacilles para-coli du groupe arizona. Leur étude antigénique 
montre qu’on peut les diviser en de nombreux groupes sérologiques. 


Edwards, West et Bruner (4) viennent, récemment, d’en décrire 19. 


Toutes ne possédent pas, en effet, la structure classique de S. arizona 
décrite initialement : XXXIII-z,-z,,-z,,, mais peuvent avoir des anti- 
genes somatiques (XI-XVII-XVIII-XXI-XXVI-XXXVIII) ou flagellaires 
(Z,,-Z,,-g) communs a d’autres variétés de Salmonella. Elles contien- 
nent également des antigénes de B. para-coli. 

Alors que ces germes ont été isolés, le plus souvent, chez des ani- 
maux a sang chaud ou froid et, exceptionnellement, chez l’homme 
nous venons d’en trouver 6 échantillons au cours de 740 coprocultures 
bhumaines. Nous jugeons donc intéressant de signaler les propriétés 
biochimiques particuliéres de certaines de nos souches et surtout 
d’attirer l’attention sur leur réle pathogéne pour |’homme. 

’ Propriétés biochimiques. — Il s’agit de_ bacilles Gram _ négatifs 
mobiles. Les caractéres culturaux sont identiques 4 ceux des Coliformes. 
Ils attaquent rapidement, avec production abondante de gaz: les 


- glucose, mannite, maltose, xylose, arabinose, sorbite. Edwards (3) n’a 


jamais constaté de fermentation des saccharose, inosite, dulcite et ado- 
nite. La salicine est fermentée exceptionnellement. Le lactose est fer- 


' menté le plus souvent en quinze 4 vingt jours (4 37°) parfois en qua- 


rante-huit heures, et parfois pas du tout. Les paracoli arizona utilisent 


(1) E. Carpwett et D. L. Ryerson, J. inf. Dis., 1939, 65, 242. 

(2) Kaurrmann, Act. Path. Microb. Scand., 1940, 47 et 1942, 49. 

(3) P.-R. Epwarps, W.-B. Cuerry et D.-W. Bruner., J. inf. Dis., 1943, 73, 
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(4) P.-R. Epwarns, M.-G. West et D.-W. Bruner, J. inf. Dis., 1947, 84, 19. 
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le citrate de sodium ; ne fermentent pas le tartrate de sodium (recherche 
pratiquée selon la technique de Kauffmann et Buron). Ils ne produisent 
jamais d’indole, donnent beaucoup d’H,S. Ils liquéfient la gélatine, 
mais trés lentement et légerement (en trente a soixante jours a 20°). 
le red methyl-test est positif. Il n’y a pas formation d’acétylméthy]- 
carbinol. 

Certaines de nos souches possédent les caracléres décrits et consi- 
dérés par Edwards comme caractéristiques. Cependant, nous signale- 
rons quelques points importants : 1° La fermentation du _ lactose 
peut ¢tre tres rapide. Le germe, venant d’élre isolé, ne Je fermente 
généralement pas en moins de quarante-huit heures, mais aprés un ou 
plusieurs passages sur milieu lactosé solide ou liquide, il est capable 
de le faire en vingt-quatre heures. Ce phénoméne a-déja été signalé 
par Edwards (3), Dans ces cas, la production de gaz est minime ou 
négative. 2° Quelques-unes de nos souches fermentent avec gaz le 
saccharose, soit lentement, soit trés rapidement. Elles poss¢dent cgpen- 
dant la structure antigénique du groupe arizona. Il ne nous parait 
pas indispensable, par conséquent, d’attacher 4 la fermentation du 
saccharose une. importance exagérée. L’isolement du paracoli arizona sur 
milieux ¢lectifs du type S, S. agar ou désoxycholate-citrate-lactose-agar 
demande quelques précautions. Nous en avons parlé ailleurs (5). Les 
colonies sont légérement rosées ou blanchatres apres vingt-quatre heures 
d’étuve.d 37°. Aprés quarante-huit heures, leur centre prend une colo- 
ration noire intense ; A ee moment, la coloration rosée initiale, quand 
elle existe, disparail. Dés lors, Ja colonie a l’aspect de celle dun Proleus. 
Dans les coprocullures, l’enrichissement est net par passage sur milieu 
au sélénite ou de Muller-Kauffmann. 3° Certaines souches hydrolysent 
lurée sur milieu de Christensen et se comporltent donc comme des 
B. paracoli (5). 

Structure antigénique. — Elle a été parfaitement éludiée par Edwards 
et ses collaborateurs (8, 4). Nous n’y reviendrons pas. 

L’une de nos souches posstde Ja slructure antigénique de S. arizona 
Kauffmann = XXXIUE-Z-,-25-Z5,- 

Les 5 autres se réparlissent en 2 groupes, sclon leur antigéne O. 
3 d’entre elles sont du groupe 9 d’Edwards ; XVII. 2 autres du groupe 4 
d’Edwards : XVIUTI. 

Les sérums dont nous disposons ne nous ont pas permis d’étudier 
complétement leurs antigtnes flagellaires. Toutes, cependant, pos- 
sedent Vantigéne H z,. c, 

Pouvoir pathogene chez Vhomme, — Jusqu’ici, les paracoli arizona ont 
surtout ¢lé trouvés chez Jes animaux. Edwards’ et ses collabora- 
teurs (3, 4), Hinshaw et Me Neil (6, 7) ont démontré leur pouvoir patho- 
gene chez les poussins, les dindons. On les’ rencontre chez les reptiles. 
Cependant, ils n’ont été qu’exceptionnellement signalés chez |’yhomme. 
Edwards, Cherry et Bruner (3) ont isolé une souche dite « 99 » dans 
un fragment d’organe humain provenant d’une autlopsie, sans avoir 
de renseignemeént clinique concernant le décédé,. Edwards a trouvé un 


; (5) R. Borriaux et A, Kesreroor, Annales de TInst. Pasteur de Lille, 1948 
eh3: 


(6) Iixsuaw et’ Mc New. J. Bact., 1946, 54, 281. 
(7) Tlinsuaw et Me New, J. Bact., 1946, 54, 397 


SOCIETE. FRANCAISE DE MICROBIOLOGIE 381 


paracoli arizona dans une selle d’enfant atteint de colite aigué (8) ;. 
Atkinson (9) a montré leur réle dans une intoxication alimentaire 


¢o'lective et grave. Notre expérience actuelle nous permet de confirmer 


le réle pathogéne des paracoli arizona pour l’-homme. 

3 de nos souches ont été isalées. dans des selles de syndromes dysen- 
tériformes aigus. Les germes y étaient en grande abondance ; on n’y 
trouvait aucun aulre microbe pathogéne. Les deux malades ont été 
rapidement guéris par Fabsorption de sulfaguanidine. 

Un paracoli arizona provient des feces d’une malade présentant un 
syndrome typhique. L’hémoculture et les séro-diagnostics T. A. B. C. 
étaient toujours restés négatifs. Aucune Salmonella vraie n’a pu ¢étre 
isolée. 

Les deux derniers échantillons se trouvaient dans des selles de colite 


‘chronique. Il est impossible, ici, de préciser si les paracoli arizona 


avaient. un role étiologique dans. 1]’évolution de la maladie. 

Nous signalerons, enfin, que la contamination humaine se produit 
probablement et surtout par l’absorption d’ceufs contaminés. De nom- 
breux paracoli arizona ont été trouvés dans des poudres d’cewfs 
desséchés. 


[Institut Pasteur de Lille. Laboratoire d’Hygiéne expérimentale 
Travail effectué en partie grace & une allocation de recherches 
de UInstiltut National d’Hygiéne (10).] 


UNE MODIFICATION DOU MILIEU DE PEIZER 
ET STEFFEN [4] 
POUR L’ISOLEMENT DU GONOCOQUE 


par L. LE MINOR. 


Au cours d’une étude comparative de la valeur des milicux de culture 
pour Visolement du gonocoque, .c’est le milicu de Peizer et Steffen 
X Vhémoglobine-plasma de cheval, qui nous a donné les plus grands 
pourcentages de résultats positifs. Mais un inconvénient subsistait, 
aussi bien avec ce milieu gu’avee les autres (gélose protéose-peptone 
hémoglobine Difco, gélose au sang ordinaire, gélose aw sang chocolaté, 
gélose A l’amidon de Mueller-Hinton) ; nous avions. toujours environ 
8 p. 100 d’échecs de la culture, alors que 1|’examen microscopique 
montrait manifestement la présence de gonocoques. Comme il était 
possible que les malades aient recu clandestinement, soit des sulfa- 
mides, soit de la pénicilline, nous avons rajouté au miliea de Peizer et 
Steffen le mélange de pénicillinase et d’acide para-aminobenzoique 


(8) P.-R. Epwaros, J. Bact., 1945. 49, 513. 

(9) Arxinson, Med. J. Australia, 1945, 568. : 

(10) Les sérums agglutinants employés aw cours de ce travail nous ont 
été trés aimablement fournis par M. Edwards. Nous Ven remercions  sincé- 
rement. 
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préparé par l'Institut Pasteur pour la pratique des hémocultures des 
malades traités, soit par la pénicilline, soit par les sulfamides [2, 3] ; 
chaque centimétre cube de ce mélange contient de la pénicilline titrée 
de maniére que I goutte neutralise 15.000 unités de pénicilline dans 
10 cm® de bouillon, dans lequel est dissous de l’acide para-amino- 
benzoique en quantité telle que la concentration terminale soit de 
1 p. 10.000. De plus, nous avons gélosé le milieu 41,8 p. 100 au lieu 
de 1,5 p. 100. Le gonocoque y pousse aussi bien, et le milieu est moins 
mou. Nous avons aussi supprimé l’addition de bleu de Nil A qui, s’il 
a manifestement un effet antiseptique sur les diphtéroides, peut aussi 
entraver la croissance du gonocoque. L’utilisation d’antiseptiques sélec- 
tifs a d’ailleurs moins d’intérét avec l’emploi du réactif d’oxydase. 
Enfin, nous avons essayé différentes peptones frangaises dans le but 
de remplacer la peptone américaine « protéose peptone n° 3 Difco ». 
La peptone Chapoteaut nous a donné entiére satisfaction et dans les 


cultures de gonocoques, nous avons obtenu des colonies aussi grosses 


et aussi nombreuses qu’avec la peptoné américaine. 
Voici la préparation du milieu de Peizer et Steffen ainsi modifié 


Peptone: Chapoteawtac ye sweet cues spr cieot cies ane elton othe 20 sg: 
NAG ee esse ca Cate yrhthebocdy tatise Crolisih enbto Uns Stok tat int neared Sat Die. 
GOLOS Os Pe sae ay acta OS Ray secon peas eater SAT tats cayenne ike 25,5 g. 
| OFC ee ie ety tari ties Primeur Sri ck a, are a 1.000 cm’. 


On ajoute 4 pH 7,4 au moyen de PO,Na,H et on répartit en ballons 
par quantités de 150 cm’. On stérilise & l’autoclave. 

On prépare, d’autre part, stérilement, le mélange suivant ; 
(nous utilisons du sang de cheval normal, défibriné par agitation avec 
des billes de verre). 


Plasma stérilede cheval. ..... 45 cm? 


one nae” 6 Ya. 0. ye iregene 


Hémoglobine de cheval & 5 p. 100 (globules rouges 


centrifugés, 5 cm® eau distillée 95 cm’) . ..... 23 em’ 
Glucoseistérile:aS0npstO Nene oes eon ee eee meee 0,35 cm? 
PO,Na,H a 15 p. 100 stérilisé par filtration... .... 45 em’ 
Mélange pénicillinase-acide PAB........... 0,5 cm* 


Pour préparer le milieu, on fait fondre un ballon de gélose et, une 
fois qu’il est refroidi 4 55-60°, on rajoute le mélange plasma-hémoglo- 
bine-phosphate-pénicillinase-acide P. A.B. On coule  stérilement en 
boites de Patri. 

Les cultures sont faites suivant la technique classique : incubation 
quarante-huit heures 4 35° en atmosphére humide et contenant 10 p. 100 
de CO,. 

Avec le milieu ainsi modifié, nous n’avons plus eu d’échecs & la cul- 
ture, alors que les examens microscopiques étaient positifs. Les résul- 
tats oblenus avec ce milieu comparativement aux lames seront publiés 
ad Ja Société d’Urologie. 

(Institut Pasteur. Service des Vaccins ; D® A. Bonneror.) 
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PREPARATION D'UN ANTIGENE 
POUR LA PRATIQUE DES GONO-REACTIONS 


par L. LE MINOR 


La gono-réaction est, en pratique, souvent entravée par le pouvoir 
anticomplémentaire variable et souvent élevé des suspensions de gono- 
coques, soit vivants, soit tués, utilisées comme antigéne ; ainsi, avec 
un vaccin antigonococcique, il est nécessaire, avant chaque gono- 
réaction, de faire un titrage du pouvoir anticomplémentaire, car celui-ci 
est variable d’un échantillon 4 l’autre. Quand cette suspension est par 
trop diluée afin d’éliminer ie pouvoir anticomplémentaire, sa sensibi- 
lité est également diminuée. ; 

D’autre part, il est assez difficile aux laboratoires d’analyse d’avoir 
4 leur disposition un grand nombre de souches pour préparer eux- 
mémes leur antigéne. 

C’est pourquoi nous avons préparé, a partir d’un grand nombre de 
souches sélectionnées, un antigéne plurivalent qui soit plus actif que 
les suspensions microbiennes utilisées habituellement et dont la con- 
servation soit bonne. On pourra ainsi déterminer une fois pour toutes 
le pouvoir anticomplémentaire et utiliser toujours l’antigéne 4 la méme 
dilution. 

Lyse. — Les extraits microbiens étant plus actifs que les microbes 
entiers, nous avons d’abord recherché la meilleure méthode de lyse, 
laquelle exige, non seulement la libération des constituants microbiens, 
mais encore la conservation du pouvoir antigéne. 

Nous avons étudié comparativement les agents suivants : NaOH N/T00 
pendant deux heures A 37° (pH = 9 environ), ultrasons pendant une 
heure (1), congélation 4 —15° pendant une demi-heure, suivie de décon- 
gélation 4 37° pendant une demi-heure (opération répétée cinq fois), 
congélation dans l’azote liquide 4 —175° pendant une demi-heure, suivie 
de décongélation 4 la température ordinaire. 

La meilleure lyse (contrélée, d’une part, au microscope, d’autre part 
par l’activité antigénique du surnageant) fut obtenue d’abord par les 
ultrasons (90 p.’100 environ), puis par l’action de la soude (80 p. 100 
environ). Les autres méthodes ne lysaient qu’une faible proportion 
de gonocoques. Il faut noter que la congélation 4 —175° n’entraine 
aucune altération des gonocoques restants qui gardent au repiquage 
toute leur vitalité. 

Précipitation de la fraction active. — En opérant sur les liquides de 
centrifugation des lysats ainsi obtenus, nous avons essayé différentes 
méthodes de précipitation des protéines : 


(1) Nous remercions M. Loiseleur qui a bien voulu congeler les gono- 
coques dans l’azote liquide et leur faire subir l’action des ultrasons dans 
son appareil (Laporte et LorseLeur, ces Annales, 1945, 74, 375). 
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SO,(NH,). qui donne un précipité au 1/3 de saturation. 
Mélange de PO, KH, + PO, Ky H é juimoléculaires qui donne un précipité 
a la concentration de 50 p. 100 (1). 
qui ‘onnent un pi écipité vers pH 5 (on a 


HCIN [Kolmer (3) ] une meilieure précipitation en opérant 
CC},COOH a 10 % [Price (2)] en ee d'une trace d'acetate de 
soude). 


Alcool étylique a 30 p. 100. 
Acétone @ 50 p. 100. 


Les méthodes qui donnent la plus grosse quantilé de précipité anti- 
génique secondairement soluble en eau physiologique neutralisée, sont 
les précipitations par les acides chlorhydrique et trichloracétique. Ces 
deux techniques donnent les mémes résultats. : 

Les précipitations par l’aleool et l’acétone 4 la température ordinaire 
dénaturent une grande partie de l’antig¢ne, qui devient insoluble. 
Toutes les opérations doivent étre conduites au-dessous de 0°, ce qui 
limite la valeur pratique de ces méthodes. 

Le pouvoir de fixation de l’alexine de la fraction active est lié a une 
protéine. Cette fraction contient, en outre, des hydrates de carbone 
(réaction de Molisch positive). 

Cet antigéne, soumis A une digestion pepsique & pH 2,5 et a 50°, 
perd la faculté de fixer le complément en présence d’un sérum spéci- 
fique, alors qu’elle est conservée chez un témoin sans pepsine placé 
dans les mémes conditions de pH et de température. La fraction digérée 
a toujours une réaction de Molisch positive et, si elle a perdu son 
pouvoir fixateur, elle est encore capable de précipiler en présence d’un 
sérum anligonococcique. 

L’antigéne fixant Je complément est détruit par un chauffage de 
deux heures 4 100°. Il ne dialyse pas A travers les membranes de collo- 
dion. 

Conservation de Vantigéne. — L’antigene ainsi préparé se contamine 
trés facilement. Aussi, avons-nous essayé différentes techniques per- 
mettant de le conserver 4 la température du laboratoire. 

1° NaC] 4 10 p. 100. 

2° Merthiolate & 1 p. 10.000. 

3° Quinosol 4 2 p. 10.000. 

4° Formol 4 2 p. 1.000. 

5° Phénol a 1 p. 1.000. 

6° Glycérine & 50 p. 100. 

Avec les cing premitres méthodes, au bout de deux a trois semaines, 
il se forme un précipité. L’antigéne conserve néanmoins son activilé, - 

La glycérine neutre, ajoutée en volume égal a l’antigéne, donne les 
meilleurs résultats et permet une conservation d’au moins six mois. 


Le pouvoir fixateur et le pouvoir anticomplémentaire ne varient pas. 


Technique utilisée. — Dans l’ignorance A peu prés complate ot nous 
sommes des types sérologiques'de gonocoques (les études parucs jus- 
qu’A maintenant étant assez contradictoires), nous avons préparé un 
antigéne plurivalent, en utilisant une dizaine de souches différentes 
les unes fraichement isolées (blennorragies aigués ou chroniques), les 
autres entretenues au laboratoire depuis des temps s’échelonnant jus- 
qu’a plusieurs années. 
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A partir de chacune de ces souches, conservées sur gélose ascite molle, 

_ nous préparons un extrait antigénique, pour utiliser celles qui donnent 
les meilleurs résultats. Voici la technique : 

_ Chaque souche est ensemencée en boite de Roux sur le milieu ainsi 

_ préparé : 


\ RENT (YG ea tins: Soe? Oren St trond Gt eae tea eae! is SE 4 keg. 


j Sa Sesaee et £5, 25 ee Sea 18 lit. a 50° 
= SRP ODGUIO neater ne el tes ee eats s he PE NEG 93 cave 10 g. 


La température est porlée progressivement de 50 & 85° en un laps 


; de temps de trois heures ; le milieu est aussitét filtré & chaud ; puis, 
_- chaque litre de filtrat est additionné de : 


a RRNCO Sr rates maak oye een te ee Sorte dee oho PAG 
3 Vette te Doulanger. Cee to Se ema! 
PRAMELO Lat Meany ger (tiene ee atten ie, Sa aecih ise fue. a et Oe 10 g. 


Le milieu est 4 nouveau chauffé un quart d’heure A 90°, filtré, addi- 
tionné de gélose (2 g. p. 1.000) ; ajusté 4 pH = 7,5 est finalement sté- 
rilisé 4 110° pendant vingt minutes. 

S216 titrage des acides aminés dans ce milieu par la méthode Ge 

Sdérensen donne 4 4 5 cm® de NaOH N/10 pour une prise d’essai de 
10 cm*, qui correspond a environ 0,6 g. p. 1.000 d’azote aminé. 

Le milieu, ensemencé, est mis pendant quarante-huit heures a 1’étuve 

=a 30°. 

— Puis; les Sulbores sont récoltées en eau physiologique-et centrifugées ; 
le culot est lavé 4 deux reprises avec de l’eau physiologique et remis 
finalement en suspension dans 20 cm* d’eau physiologique. Cette sus- 
pension est alors, soit soumise 4°'l’action des ullrasons pendant une 
heure, soit additionnée ‘de 0,2 cm* de soude N (pH = 9 environ), placée 
deux heures au bain-marie 4 37°, puis centrifugée pour éliminer les 
débris microbiens. Le liquide surnageant est décanté et additionné, 
soit d’HCl N [Kolmer (8)] soit de C Cl® COOH 4a 10 p. 100 [Price (2)] 
jusqu’a formation d’un précipité (pH = 5 environ). Aprés centrifu- 
gation, le culot est remis en suspension dans 25 cm* d’eau_ physio- 
logique, et neutralisé 4 la soude, ce qui permet la redissolution. L’anti- 
gene se présente finalement sous forme d’une solution opalescente. 

Un extrait antigénique est ainsi préparé 4 partir de différentes souches. 
Puis, par la technique de Calmette-Masso] classique, nous titrons, d'une 
part, le pouvoir anticomplémentaire, d’autre part le pouvoir fixateur 
vis-a-vis d’un sérum anti-gonococcique de cheval, nous sélectionnons 
‘ainsi les souches qui fournissent l’antigéne fixant au maximum le 

| complément tout en ayant le minimum de pouvoir anticomplémentaire. 

_-_-L’antigéne définitif est préparé en mélangeant les extraits antigé- 

niques de dix souches ainsi sélectionnées. Puis, & ce mélange, nous 
ajoutons un volume égal de glycérine neutre. Un tel antigéne est en 

général anticomplémentaire A l’unité jusqu’aux dilutions du 1/5 ou 

~ du 1/10 au Calmette-Massol. En pratique, l’antigéne glycériné est dilué 

du 1/30 au 1/50. Alors que, vis-a-vis de notre sérum de. cheval, les 
suspensions microbiennes (vaccin dilué au 1/15)-ne fixent guére que 
1 dose & 1 dose 1/2 de complément, déduction faite du pouvoir anti- 
complémentaire, les extraits en fixent 7 4 10 doses. 
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L’antigéne définitif est alors essayé, d’une part, au point de vue 
sensibilité en présence du sérum de malades atteints de blennorragie 
chronique, d’autre part au point de vue spécificité, en présence de 
sérums d’individus n’ayant jamais eu de blennorragie. 

Technique de la gono-réaction. — Les techniques les plus sensibles 
sont celles utilisant une fixation longue a la glaciére, de type Kolmer. 

Résumé, — Nous avons obtenu les meilleurs résultats pour la pré- 
paration d’un antigéne pour gono-réaction, en soumettant en premier 
lieu les corps microbiens, soit & l’action des ultrasons, soit 4 une 
lyse sodique, puis dans un second temps en précipitant la fraction active 
par les acides chlorhydrique ou trichloracétique. L’antigéne est préparé 
a partir d’une dizaine de souches d'origine et d’dges divers. Il se con- 
serve trés bien en l’additionnant d’un volume égal de glycérine neutre. 


(Institut Pasteur. Service des Vaccins; D® A. Bonnerot. 
Service de Sérologie ; D™ R. Larorre.) 
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COURBE DE DISTILLATION DE L’ACIDE ALPHA- 
CROTONIQUE SUIVANT LA METHODE DE DUCLAUX 


par M. LEMOIGNE et H. GIRARD. 


L’acide a-crotonique n’a jamais été signalé. dans les cultures micro- 
biennes. Mais il se forme facilement aux dépens de l’acide et des lipides 


g-hydroxybutyriques qui sont produits par certaines bactéries, comme 


B. megatherium, B. anthracis, B. cereus, Azotobacter (1, 2). 

Bouillant 4 185°, cet acide est entrainable A la vapeur d’eau et se 
comporte donc’ comme les acides volatils que l’on caractérise et dose 
par la méthode de Duclaux. Utilisant cette technique, nous avons établi 
la courbe de distillation de l’acide g-crotonique provenant de la décom- 
position du lipide Q-hydroxybutyrique de B. megatherium, A cdté de 
ces résultats, nous avons mis ceux concernant un mélange de 5 molé- 
cules d’acide acétique et de 1 molécule d’acide butyrique : 

Les courbes sont presque identiques, et l’acide g-crotonique pourrait 
étre pris pour un mélange d’acide acétique et d’acide butyrique, d’au- 
tant plus que son odeur est voisine de celle de l’acide butyrique. 

Toutefois, la distinction est facile. 


(1) M. Lemorcne, B, Detarornte et M. Croson, ces Annales. 1944. 70. 22 
(2) M. Lemotene et H. Grrarp, C. R. Acad. Sei. 1943, 247, 5b7. ot 


ACIDE a&-CROTONIQUE MELANGE 
de 5 molécules 
= de d’acide acétique 
et de 1 molécule 
B. megatherium dacide butyrique 


MD aa Pe ee a 8,9 9,5 
SO ye Seaver ey Noe 18 48,67 
Gee tei bee geet a 27,4 97,82 
ae aan Nees s <5 iter Ania 36,4 37,4 
iis eget pare Sa 45,8 46.25 
BOE ep oon hes cee ek 55,5 35,73 
Fee ra Fe ee ee 65,5 65,32 
Sie see eee ee te ee, 76,4 15, 74 

SA ees pel a 87,5 86,9 
ne eae Svea es eae 400 400 


La méthode classique de distiller une moitié du liquide, puis de 
fractionner les deux parties, permet de voir si l’on ‘est en présence 
d’une solution d’acide pur ou d’un mélange. 
2 On peut également faire l’indice de brome (indice théorique : 186.) 
_ Dans deux essais, nous avons trouvé 183,9 (acide synthétique) et 183,4 
- (acide provenant de la décompositign du lipide ®-hydroxybutyrique). 
Enfin, le liquide neutralisé, évaporé a sec, repris par un peu d’acide 
‘sulfurique dilué et épuisé par Il’éther donne, aprés élimination du 
solvant, des -cristaux fondant 4 72°, et réduisant le nitrate d’argent 
ammoniacal. 
L’emploi de cette courbe de distillation peut étre utile pour carac- 
tériser l’acide g-crotonique et, par suite, l’acide B-bydroxybutyrique, 
ainsi que les lipides qui en dérivent. 


(Institut Pasteur. Service des Fermentations.) « 
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ACTINOMYCETALE AN AEROBIE STRICTE NOUVELLE : 
SPHEROPHORUS RIDICULOSUS 0. sp. 


7 ae ee) el 


par A. R. PREVOT. ¢ 


Dans un cas d’épithélioma spino-cellulaire de la gencive ayant envahi 
le maxillaire inférieur, puis compliqué d’une infection secondaire trai- 
tée sans succés par la pénicilline (1), nous avons isolé une espéce nou- 
velle d’actinomycétale anaérobie dont voici la description : 
Morphologie. — Dans la premiére culture pure aussitét aprés 1’iso- 

-lement, cet anaérobie s’est présenté sous des formes extrémement 
variées eyoquant une véritable imagerie grotesque : formes en 


(1) Ce cas nous a été adressé par notre collégue le Dr Béal, stomato- 
logiste des Hépitaux, que nous remercions vivement. 


Annales de UInstitut Pasteur, t. 75, n° 4, 1948, 26 
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quilles, en bilboquet, en spermatozoide, en hélice d’avion, figures 
caricaturales indescriplibles, dont la plus fréquente est une masse 
ronde de 3 A 4y, de diamétre portant deux appendices en batonnet 
diamétralement opposés ou faisant un angle obtus. Nous avions altri- 
bué cetle morphologie fantastique a l’aclion de la pénicilline, qui 
déforme semblablement les bactéries, et les. générations suivantes 
semblérent confirmer cette opinion : en effet, les formes dominantes 
qui apparurent ensuite furent des bdtonnets droits ou incurvés de 
2u,5 A 10y, sur 01,8, immobiles, Gram-négatifs, dont les formes 


eg He ie ie: 
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1, Formes observées dans les premiéres cultures; 2, formes observées dans 
les cultures ultérieures; 3, cycle de la reproduction (méthode de Robinow). 


courtes sont souvent bipolaires. Puis au fur et & mesure des repi- 
quages apparurent : 

1° Des formes ramifiées trés variables ; 2° des formes filamenteuses 
4a granulalions chromatiques réguli¢rement espacées ; 3° des formes 
renflées, dont les renflements sphériques sont soit centraux, soit 
subterminaux, soit terminaux ; 4° enfin, des sphéroides libres exacte- 
ment semblables & tous ceux qui ont été décrits chez les espéces du 
genre Spherophorus, 

La coloration par la méthode de Gram ne révéle rien d’autre que 
ce qu’on observe habituellement chez ces espéces, toutes franche- 
ment Gram-négalives, avec des formes filamenteuses 4 granulations 
chromatiques. La méthode de Robinow révéle ce qui a été précédem- 
ment observé par Prévot et Raynaud (2) pour Spherophorus funduli- 
jormis : une ébauche de conjugaison avec vérilable cycle nucléaire : 
1° migration de la substance nucléaire aux extrémités conligués de 


(2) Prévor et Raynaup, ces Annales, 1948, 74, 334, 
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deux cellules non encore séparées ; 2° renflement de ces extrémités ; 
8° disparilion du septum ; 4° formation du sphéroide et effacement des 
résidus bacillaires ; 5° migration de la masse nuciéaire sous Ja mem- 
brane, sa division, sa sortie et sa germination. 

Aprés de nombreux repiquages, la morphologie est celle d’un 
Spherophorus typique, agrémentée parfois, selon un déterminisme 


formes grotesques observées dans la premiére culture. 
# Absence de spore, de cil, de capsule. 
- Physiologie. — Anaérobie strict. Température optimum 37°. Absence 
_. de thermorésistance. Longévité supérieure A trois mois. Réducteur 
- (rouge neutre et phénosafranine réduits en trois jours). 

Culfjures. — Fortement gazogénes et légérement fétides. En gélose 
profonde, colonies lenticulaires ; dégagement gazeux trés abondant. 
En eau peptonée, trouble, gaz. En bouillon glucosé, trouble trés 


abondant et trés rapide; gaz abondant, odeur félide. La gélatine 


n’est pas liquéfiée. Le lait est coagulé en cinq jours, massivement, 


sans rétraction du caillot ni exsudation. Les protéines coagulées ne - 


— sont pas attaquées. Parmi les glucides, i] fait fermenter énergique- 
ment : glucose, lévulose, saccharose, lactose, maltose, galactose ; trés 
faiblement !’amidon, pas du tout la glycérine. 

Biochimie. — Les nitrates ne sont pas réduits en nitrites. I] ne 
produit ni indol, ni scatol. Il dégage un peu de SH,. Produit 0,04 g. 
de NH, pour 100 cm* de culture et une acidité volatile totale de 

_ 0,096 g. Celle-ci consiste en acides acétique et butyrique ; produc- 
tion d’acide lactique. Pas d’acétylméthyicarbinol. 

Pouvoir pathogéne. — En culture pure il ne produit pas de lésion 
chez le cobaye et la souris. Il ne produit pas de toxine ni d’hémo- 
lysine, mais sous l’influence du filtrat de vingt-quatre heures, Jes 
hématies de mouton noircissent trés vite. 

Pénicillino-sensibilité. — Aprés son isolement, ce microbe résistait 
4 100 U.O. de pénicilline in vitro. Puis cette résistance diminua peu 
a peu et aprés quelques repiquages il fut empéché par 50 U.Q, puis 
par 25 U. O, mais non par 20 U, O. 

Position dans la systématique. — La description morphologique de 
cet anaérobie montre qu’il s’agit’sans conteste d’une espéce du genre 
Spherophorus, Au sein de ce genre, il appartient au groupe des espéces 
gazogénes, non s¢rophiles obligées, non hémolytiques. Par ses carac- 
téres culturaux il se distingue nettement de Sph. pseudonecrophorus 
(lait non coagulé, indologéne), 
de Sph. necrogenes (lail non coagulé, colonies punctiformes), 
de Sph. peritonitis (cultures visqueuses, lail non coagulé), 
de Sph. gulosus (colonies punctiformes, gélatine liquéfiée, indologéne), 
de Sph. inaequalis (colonies punctiformes, lait non coagulé, indolo- 

gene), 
de Sph. varius (lait non coagulé, indologéne), 
et de Sph. siccus (bouillon non troublé, lait non coagulé). 

Ainsi, il s’agit bien d’une espéce nouvelle pour laquelle nous pros 
posons le nom de Spherophorus ridiculosus en raison des formes gro- 
tesques qu’il présente, 

(Institut Pasteur.) 


non expliqué, de la réapparition, sans addilion de pénicilline des’ 
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SUR UN STREPTOCOQUE ANAEROBIE HEMOLYTIQUE 
ISOLE D'UN CAS 
DE TUBERCULOSE SPLENO-PULMONAIRE 


par H. BEEUWKES et N. ALADAME. 


Les  streptocoques anaérobies hémolytiques sont trés_ rares. 
A.-R. Prévot [1] au cours de ses recherches sur ce groupe bactérien 
(1924-1933-1948) n’en a rencontré aucun sur plusieurs centaines de 
souches étudiées, et M. Weinberg, R. Nativelle et A.-R. Prévot [2] “ne 
les mentionnent pas. Toutefois, Colebrocke et Hare [3] en ont isolé 
2 souches contre 60 non hémolytiques, mais les ont insuffisamment 
décrites. Altmeyer [4] a signalé 2 souches isolées dans les voies géni- 
tales de la femme sans les décrire. Il en est de méme pour les quel- 
ques auteurs qui ont cru en rencontrer [4, 5, 6, 7, 8 et 9]. 

Dans un cas de tuberculose spléno-pulmonaire, nous avons isolé un 
Streptocoque anaérobie hémolytique 4 quatre reprises différentes : d’un 
abcés sous-phrénique ; des crachats ; d’un abcés au voisinage du tra- 
peze ; d’un abcés de la rate. En voici la description : 


Morphologie. — Streptocoque typique en longues chaines normales. 
Le coccus isolé a 0 py, 8 40 y, 9 de diamétre. Gram-positif. Pas de capsule. 
Physiologie. — Anaérobie strict. Température optimum 37°. Thermo- 


résistance nulle. Longévité : plusieurs mois. Pouvoir réducteur extréme- 
ment faible (ni rouge neutre, ni phénosafranine réduits). 

Cultures — Gazogénes, non fétides. 

Sur plaque de gélose au sang (mouton, lapin ou cobaye) colonies 
incolores, lisses, de 1 mm. en vingt-quatre heures, qui, aprés quarante- 
huit- heures, s’entourent d’une zone d’hémolyse de 2 mm. 

En gélose profonde : colonies lenticulaires. Pas de gaz. 

En eau peptonée : trouble, dépédt visqueux non cohérent. En bouil- 
lon VF glucosé : trouble abondant, dépét visqueux non cohérent ; gaz 
en petite quantité. 

La gélatine n’est pas liquéfiée ; le lait n’est pas coagulé. Les pro- 
téines coagulées ne sont pas attaquées. Les glucides suivants sont fer- 
mentés : glucose, lévulose, maltose, galactose, saccharose, dextrine, 
mannite et amidon. 

Biochimie. — Les nitrates ne sont pas réduits en nitrites. Pas de 
production d’indol ni d’SH,. La fermentation du bouillon VF glucosé 
produit 0,032 g. d’NH, pour 100 cm* et une trés petite quantité 
d’acides volatils : acétique et propionique ; beaucoup d’acide lactique ; 
une petite quantité d’amines volatiles. 


Pouvoir pathogéne. — Nul en culture pure pour la souris et pour le 
cobaye. Pas de toxine. , 
Hémolysine, — Fait paradoxal, ce streptocoque, qui produit une zone 


d’hémolyse sur gélose au sang, ne sécréte pas d’hémolysine soluble. 
Les filtrats de culture en bouillon sont sans action sur les hématies 
lavées de cobaye, de mouton et de lapin. La zone d’hémolyse ne se 
produit que s'il y a contact entre les corps microbiens et les hématies, 


eo 
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pardiiatigiies: — In vitro la pénicilline l’inhibe 4 la dose de 0,1 U. O. 
et la streptomycine 4 16 U. 

Position dans la systématique. — Cette souche occupe une place sin- 
guliére dans la systématique des streptocoques anaérobies. Voisin de 


Str. productus par les productions visqueuses en bouillon et le type 


fermentaire, il s’en éloigne par l’absence d’odeur fétide, la non-coagu- 
lation du lait, l’attaque des glucides trés différente et le pouvoir hémo- 
lytique. II est difficile de dire dans ces conditions s’il s’agit d’une 
variété nouvelle de Str. productus ou d’une espéce nouvelle. Nous 
réservons notre conclusion jusqu’A ce que de nouvelles recherches aient 
pu résoudre ce probléme. 


(Laboratoire de Pathologie et Bactériologie, Enschede, Hollande 
et Service des Anaérobies — Institut Pasteur de Paris.) 


BIBLIOGRAPHIE 


(4] Privor (A.-R.). Thése de médecine 1924. Thése de sciences 1933. Manuel 
de détermination des anaérobies, 2° édit. 1948, 55. 

[2] Wernsperc (M.), Nativette (R.) et Pretvor (A.-R.). Les microbes anaéro- 
bies, 1937. 

[3] CoLtEBRocKE (L.) et Hare (R.). J. Obst. Gyn., 1933, 40, 609. 

[4] AtTEMEYER (W.-A.). Am. J. Obst. Gyn., 1940, 39, 1038. 

(5] Brown (T. K.). Am. J. Obst. Gyn., 1930, 20, 300. 

[6] Scowarz (O. H.) et Dickman (W. J.). Am. J. Obst. Gyn,;,, 1927, 13, 467, 

[7] CoteBrockE (L.). Brit. med. J., 1930, 2, 134. 

[8] Burt-Wauite (H.) et Armstrrone (R.). Proc. Roy. Soc. Med., 1928, 21, 
542 


[9] Carrer (B.) et Jones (C. P.). Southern med. J., 1937, 30, 298. 


RECHERCHES SUR V/BR/O CRASSUS 
(VEILLON ET REPACI) PREVOT 1940 


par H. BEERENS et N. ALADAME. 


Vibrio crassus, isolé par A. Veillon et Repaci en 1912 dans la cavité 
buccale.et dans les infections secondaires des cavernes pulmonaires 
tuberculeuses, n’avait été que sommairement décrit par ces auteurs et 
c’est peut-étre la raison pour laquelle il n’avait jamais été isolé ni 
étudié depuis cette époque. Primitivement nommé Spirillum crassum 
par Veillon et Repaci, Prévot avait reconnu en 1940 qu’il s’agissait d’un 
vibrion authentique et l’avait nommé Vibrio crassus. Nous avons pu 
faire une étude compléte de cette espéce grace 4 une souche isolée du 
pus d’un abcés métastatique du cerveau consécutif 4 un abcés du pou- 
mon. Cette souche était associée A Spherophorus funduliformis, & 
Streptococcus foetidus et & un Streptocoque aérobie. L’évolution de 
cette infection fut rapide : la mort survint en peu de jours malgré un 
traitement local et général par la pénicilline et les sulfamides. 

Morphologie. — Il n’y a rien & ajouter A la description morphologique 
princeps. Toutefois, les formes spirillaires sont rares et la forme domi- 
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nante est 1¢ vibrion, extrémement mobile (1), légdrement incurvé, 


isolé ou en paires, ce qui confirme l’opinion de Prévot A son sujet. 
Physiologie. — Il est réducteur (rouge neutre et safranine réduits). 
Sa longévité, en milieu convenable, dépasse trois semaines ét peut 
atteindre plusieurs mois par repiquages. Il est fétide, et s'il ne dégage 
pas dé gaz dans les conditions habituelles dé culture, il donne lieu 4 un 
trés faible dégagement de trés petites bulles quand on fait subir de 
petits chocs répétés aux cultures en tubes scellés dans le vide. 
Cultures. — Sur gélosé en plaque dans le vide, il forme des colonies 
plates, arrondies, & centre opaque, 4 surface granuleuse. En gélose 
profonde, il forme des colonies arrondies, ouatées, irréguliéres, de trés 


petite taille en profondeur et de taille moyenne dans la zone critique de © 


la gélose. Pas de gaz. Les bouillons sont troublés. La gélatine n’est pas 
liquéfiée. Le lait n’est pas coagulé. Les protéines coagulées (blanc 
d’ceuf, sérum, fibrine, etc.), ne sont pas attaquées. La cervelle est 
fortement noircie. Les glucides ne sont pas fermentés. 

Biochimie. — Les nitrates ne sont pas réduits en nitrites. La fer- 
mentalion du bouillon VF glucosé A 1 p. 100 est lente et peu vigou- 
reuse. On trouve parmi les produits de métabolisme des traces d’indol ; 
une forte quantité d’SH, ; 0,017 g. d’NH, pour 100 cm*; 0,0186 g. 
d’acide volatil p. 100, consistant en acide acétique pur. Pas d’acide fixe. 
Quantité appréciable d’amines volatiles, d’aldéhydes, d’acétoné, Pas 
d’acéloine. | 

Pouvoir pathogéne. — En culture pure, notre souche n’était pas 
pathogéne pour le cobaye. Elle ne sécrétait ni toxine, ni hémolysine. 

Posilion dans la syslémalique. — Veillon et Repaci n’ayant pas 
observé le trés faible pouvoir gazogéne de cette espéce, Prévot (2) 
l’avait classée parmi les espéces non gazogénes du genre Vibrio. Désor- 
mais il devra figurer parmi les espéces gazogénes, a cété de V. niger 
dont il se dislingue facilement par la couleur blanche de ses colonies, 
alors que celles de V. niger sont noires. : 


(Instituts Pasteur de Lille et de Paris.) 


ESSAI DE TRAITEMENT, 

PAR LE DISTILLAT D’HUILE DE FOIE DE MORUE, 
DE L'IMPETIGO EXPERIMENTAL DU COBAYE 
ET DE CERTAINES AFFECTIONS CUTANEES 


par J. SOLOMIDES. 


_ Pendant plus de deux ans, nous avons étudié les propriétés bacté- 
ricides ou bactériostatiques du produit obtenu par distillation d’huile 
de foie de morue a des températures élevées (200 & 300°). Dans une 


(1) Cette mobilité trés vive des premiéres cultures, exactement compar 
\ able 
a celle du vibrion cholérique, a peu & peu diminué au Loud des repielaned 
pour disparaltre presque complétement au cours du troisidme mois, 
(2) Prévot, Manuel de classification des anaérobies, 2 édit., 1948, p.- 123. 


. 

: 

B . 
= 


Ch ee ee IE, (See RS ML. PEt ay AT 
, = Gand ay aS a nes Rees 
es rd EG re we 


SOCIETE FRANCAISE. DE MICROBIOLOGIE 993 


série de communications nous avons, en particulier, montré que 
divers microbes non acido-résistants (staphylocoque, streptocoqué, coli- 
bacille, bacille dé Shiga), ainsi que le bacille tuberculeux étaient parti- 
culiérement sensibles & l’action dé ce produit; dés contacts extré- 
mement courts de l’ordre de quélqués secondes 4 une minuté pour les 
germes non acido-résistants et de cing & dix minutes pour lé bacille 
tuberculeux suffisent A rendre ces micro-organismes inaptes aux repi- 
quages (1). Puis, tout récemment, nous avons montré que | ’iodation 
du distillat d’huile de foie de morue laisse intact le pouvoir bactéri- 


cide de cet antibicotique et augmente considérablement son action — 


Mycocide vis-d-vis de certains champignons [Penicillium notatum] (2). 
Ainsi si l’on se rapporte au pouvoir bactéricide de l’huile de foie de 


~Morue déja étudié par plusieurs auteurs (38), on observe que l’action . 
de la chaleur sur cette huile provoque une augmentation considérable . 


dé son pouvoir bactéricide. Dans nos propres expériences si l’on 
exprime en unités de temps (minutes) les délais nécessaires pour que 
divers microbes 6n contact avec l’huile de foie de morue et son distillat 
respéctivement, meurent et cessent d’étre repiquables on arfive a 
dresser le tableau suivant : ‘2 
HUILE 


de feie de merue eee 
Staphylocoque. ... 360 minutes. 0,5 minutes. 
Colibacille. .... . 360 minutes. 0,5 minutes. 
Bacille tuberculéux . 2.800 (48 heures). 40 minutes. 


Comme on le voit, la survie de ces microbes choisis parmi des 
groupes différents se trouve considérablement abrégée, de plusieurs 
centaines de fois (720 fois pour le staphylocoque et le colibacille, 280 fois 
pour le bacille tuberculeux) dés qué ces gérmes se trouvent én contact 
avec le produit de distillation de l’huile de foie de morue. En d’autrés 
termés, le distillat d’huile de foie de morue est une huile beaucoup 
plus baciéricide que Vhuile de foie de morue et la plupart des huiles 
actuellement connues. Cette constatation nous a don¢ amené & éprou- 
ver son efficacité et son innocuité d’abord sur l’animal, puis sur 
Vhomme. 

Voici briévement décrite notre expérimentation sur l’animal. Des 
cobayes recoivent par injection intra-dermique 0,8 cm* d’un mélange 
de cultures de staphylocoque et de streptocoqueé, puis, immédiatement 
aprés, la moitié des cobayes inoculés sont traités par une application 
quotidienne de distillat d’huile de foie de morue, alors que l’autre 
moitié sert de témoin. D’une fagon générale, on observe que dans ces 
conditions, les lésions impétigineuses qui se développent au bout de 
quarante-huit heures environ chez tous les animaux, évoluent  beau- 
coup plus rapidement vers la guérison chez les cobayes traiités que 


- chez les animaux témoins. En outre, on n’observe jamais chez les ani- 


maux traités d’adénopathies satellites inguinales et la suppuration fait 
(1) J. Sorommpis, Rev. Tub., 1946, 40, 314 et 807 ; C. R. Soc. Biol., 1946, 140, 
839. g 
(2) J. Sorommés, C. R. Soc. Biol., 1947, 444, 1178. 


(3) Report of the Council on Pharmacy and Chemistry, in J. Am. med. 
Assoce., 1946, 424, 759. 
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en général défaut. On observe, cependant parfois, chez les animaux 


traités une cicatrisation rapide de la peau avec de petites nodosités ou 
suppurations profondes ce qui pourrait étre di 4 une pénétration insuf- 
fisante de l’huile dans les couches infectées profondes de la peau. A 
noter qu’au cours de ces expériences, nous n’avons observé aucune 
réaction secondaire, irritation de la peau ou phénoméne toxique. 

A la suite de ces expériences qui nous ont montré clairement que le 
distillat d’huile de foie de morue n’était pas toxique, nous avons 
entrepris l’étude de l’action de cette substance sur certaines lésions 
cutanées, chez des personnes de notre entourage et, le cas échéant sur 
nous-méme, ainsi que chez des malades qui nous furent adressés par 
des confréres. Nous avons ainsi, pendant plus de dix mois rassemblé 
un cerlain nombre d’observations que nous voudrions résumer ici 
aussi bri¢vement que possible. 

Dés le début de notre expérimentation, nous avons été frappé par 
l’action rapide et puissante que cette huile, en nature ou incorporée 
dans un excipient 4 base de lanoline et de vaseline, exerce sur l’eczéma 
essentiel d’apparence amicrobienne ainsi que sur certaines autres 
dermites amicrobiennes. Ces faits nous aménent a diviser notre étude 
d’une facon schématique en deux parties et a envisager l’action du 
dislillat sur les dermiles considérées comme amicrobiennes et sur les 
dermiles dites microbiennes. 

a) Action sur les dermiles amicrobiennes. — Ainsi que nous venons 
de le dire l’action de ce produit sur 1’eczéma est nettle et rapide. Nous 
avons eu A trailer dix cas d’eczéma chronique et tenace, qu’aucune 
pommade, d’aprés les dires des malades eux-mémes, n’avait pu guérir. 
Dés les premiéres applications de distillat, on observe, en général, un 
léger suintement et parfois de légers picotements ou démangeaisons, 
puis au bout de quelques jours l’eczéma disparait progressivement et 
dans la majorité des cas de fagon définitive. Dans trois cas, cependant, 
il y a eu des récidives en général peu graves et toujours sensibles a 
Vaction du distillat. Parmi les autres dermites amicrobiennes, nous 
signalerons plusieurs cas de prurit essentiel, dont trois cas de prurit 
anal et un cas de prurit vulvaire, qui ont cédé rapidement & l’action de 
distillat d’huile de foie de morue. Mais c’est dans quatre cas de brd- 
lure du deuxiéme degré que l’action de ce produit fut particulitrement 
remarquable, tout au moins en ce qui concerne 1’apaisement. rapide 
de la douleur et la disparition de l’érythéme. De méme, deux brd- 
lures provoquées par les rayons X (radiodermites) ont été traitées et 
guéries par le distillat trés rapidement. 

b) Dermites microbiennes. — Parmi ces affections nous avons eu A 
traiter un trés grand nombre de panaris au début, évoluant depuis 
douze a vingt-quatre heures. Dans la plupart des cas, nous avons fait 
appliquer du distillat autour du doigt enflammé trois 4 quatre fois 
par jour. La guérison fut compléte au bout de vingt-quatre a qua- 
rante-huit heures. L’apaisement de la douleur et des phénoménes 
inflammatoires survient, en général, vers la sixitme ou huitiime heure 
aprés la premiére application de distillat. 
ipetats sil gue ae 

; ppurations anales. Les résultats furent 
dans tous les cas excellents. Parmi les mycoses, nous signalerons qua- 
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tre cas d’onycho-mycose tenace et cinq cas de mycose des membres 
inférieurs, dont quelques-uns ayant récidivé aprés un traitement & 
Valcool iodé. Dans tous ces cas, l’application de distillat pendant une 
dizaine de jours a amené une guérison rapide et radicale sans réci- 
dives (4). 

Discussion. — Ces premiers résultats que nous venons de rapporter, 
mettent en évidence deux sortes de faits : d’une part, une action anti- 
biotique du distillat d’huile de foie de morue in vivo, action qui con- 
firme ses propriétés bactéricides telles que nous les avons étudiées in 
vitro et, d’autre part, une action bienfaisante directe sur les cellules et 
les tissus souffrants, action qui semble bien distincte des propriétés 
antibiotiques de ce produit. C’est dans les cas d’eczéma, de prurit et 
de bréilures que nous avons eu & traiter que nous avons observé avec 
plus de netteté les effets bienfaisants, antiflogistiques et calmants 
de cet antibiotique. Le mode d’action du distillat sur la douleur et 
l’angoisse de la peau nous parait encore obscur. Cependant, la réac- 
tion acide de ce produit, formé pour 82 p. 100 d’acides gras et pour 
18 p. 100 d’insaponifiable, pourrait rendre compte de son action sur le 
prurit et peut-étre sur l’eczéma aussi. On sait, en effet, que des tra- 
vaux récents ont montré que certains acides gras non’ saturés ont une 
action favorable sur ]’évolution de l’eczéma (5). Il est possible qu’il 
existe dans le distillat d’huile de foie de morue des acides gras doués 


_ d’activité vitaminique F, fait qui pourrait rendre compte de sa puis- 


sante action sur l’eczéma. Mais dans ]’état actuel de nos recherches, il 
nous est impossible de préciser davantage la part d’activité qui revien- 
drait 4 chacune des deux fractions, acide et insaponifiable du distillat, 
fractions fortement bactéricides et mycocides in vitro. 

Résumé. — Le distillat d’huile de foie de morue puissant mycocide 
et bactéricide in vitro, s’est montré aussi trés actif dans certaines affec- 
tions microbiennes de Ja peau (panaris, dermo-épidermites, mycoses) 
chez 1">homme et dans l’impétigo expérimental du cobaye. 

En outre, cet antibiotique a une action puissante sur 1’évolution de 
l’eczéma et de certains prurits et trés vraisemblablement sur les brti- 
lures et radiodermites. Cependant notre expérimentation n’est pas assez 
avancée pour pouvoir porter, dés maintenant, une appréciation défini- 
tive sur ce nouvel antibiotique. L’action de ce produit sur plusieurs 
dermatoses reste A étudier et nous n’apportons dans cet article que les 
premiers résultats préliminaires d’un travail beaucoup plus long et 
vaste. E 


(Institut Pasteur. Laboratoire de Recherches sur la Tuberculose.) 


(4) Pour plus de détails d’ordre clinique, consulter aussi notre article : 
Essai de traitement, par le distillat d’huile de foie de morue, de certaines 
affections cutanées et, en particulier, de leczéma. France méd., 1948, 44, 6. 

(5) Borr et coll., J. Nutrition, 1947, 33, Ne 3. 
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Comparaison des spectres d'absorption des écrans et des 
spectres d’ absorption et d’émission des fluorochromes, au 
cours de la microscopie en fluorescence, par Jean-C. LevapsTt, 
R.-O. Prup’HomME et J. AUGIER. 


Ecrans liquides adaptés & la microscopie en fluorescence uti- 
lisant l’auramine comme fluorochrome, par J. Aver et 
R.-O. PRUDHOMME. 


Taches métalliques du b. pyocyanique et bactériophages, 
par M™ G, Conce. 
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Etude des bactériophages typhiques Vi dans les eaux, par 
M™e A, GUELIN, 
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L’immunité dans le crown-gall, par B. Rypax. 


Premier cas humain d’une maladie ovine : hépatite nécrosante 
mortelle & Clostridium cdematiens, par P. Motuaret, A. R. Prtyor © 
et M. GueEnior. 


L’action de la pénicilline sur le potentiel d’oxydo-réduction 
des cultures de staphylocoque doré, par E. Drowxer. 


L’action de la streptomycine sur le potentiel d’oxydo-réduction 
des cultures de staphylocoque doré, par E. Drounet. 


Une nouvelle technique d’étude du virus grippal. Ses pre- 
miéres applications pratiques, par R. Panrmier, G. Catgiene et 
C, Hannoun. 
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